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Tutkimuksessa selvitettiin, miten elinaikaerotteista fluoresenssimikroskopiaa (fluo-
rescence lifetime microscopy, FLM) voidaan ka¨ytta¨a¨ amorfisen la¨a¨keaineen kitey-
tymisen seuraamisessa. Mallila¨a¨keaineena ka¨ytettiin indometasiinia. Indometasiinin
muotojen (amorfisen seka¨ γ- ja α-kiteisen) aikaerotteinen fluoresenssi ma¨a¨ritettiin
elinaikaerotteisella fluoresenssimikroskoopilla. Tulosten perusteella indometasiinin
muotojen fluoresenssin aikariippuvuudet eroavat toisistaan. Amorfisen indometasii-
nin kiteytymista¨ seurattiin kymmenen vuorokauden ajan kaksissa sa¨ilytysolosuhteis-
sa: 60 ◦C la¨mpo¨tilassa 0 % suhteellisessa ilmankosteudessa (relative humidity, RH) ja
huoneenla¨mmo¨ssa¨ 100 % RH:ssa. La¨mpo¨kaapissa sa¨ilytetyt na¨ytteet peittyiva¨t no-
peasti kiteisella¨ kerroksella, jonka la¨pimitta kasvoi kiteytymisen edetessa¨. Na¨ytteiden
konversioaste voitiin laskea fluoresenssin elinaikojen osuuksista, ja tulosten perus-
teella diffuusiorajoitetut reaktiomallit kuvasivat kiteytymista¨ parhaiten. FLM ei
soveltunut 100 % RH:ssa huoneenla¨mmo¨ssa¨ sa¨ilytettyjen na¨ytteiden kiteytymisen
kineettiseen analysointiin. Na¨ytteet kiteytyiva¨t toisistaan melko kaukana olevina
tiivisrakenteisina, amorfisen aineen ympa¨ro¨imina¨ alueina, jolloin ka¨ytetyn FLM-
laitteiston skannausala oli liian pieni na¨ytetta¨ edustavan pinta-alan seuraamiseksi.
Indometasiinia kiteytettiin myo¨s nopeasti etanolin avulla, jolloin na¨ytetta¨ ei joudut-
tu siirta¨ma¨a¨n mittausten va¨lilla¨ ja FLM-kuvien intensiteetit olivat keskena¨a¨n ver-
rannollisia. Na¨issa¨ olosuhteissa kiteytymista¨ voitiin arvioida suuntaa antavasti myo¨s
elinaikajakauman muutoksen avulla. Elinaikajakauman hyo¨dynta¨minen kineettisessa¨
tarkastelussa vaatii kuitenkin jatkotutkimusta. Menetelma¨a¨n liittyy tiettyja¨ rajoit-
teita. Varhaiset kiteytymisen asteet eiva¨t erottuneet FLM-kuvissa, koska kiteisen
aineen alapuolella olevan amorfisen muodon fluoresenssisignaali sekoittui kiteisen
muodon fluoresenssiin. Na¨ytteiden kuvaaminen onnistui parhaiten, kun na¨ytteita¨
kuvattiin niiden yla¨pinnalta, kohdentaminen tehtiin huolellisesti ja viritysintensi-
teetti oli riitta¨va¨n pieni.
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The crystallization of amorphous indomethacin was studied by fluorescence lifetime
microscopy (FLM). The time-dependent fluorescence for solid indomethacin (amorp-
hous, α- and γ-crystalline forms) was determined by FLM. According to the results
the forms can be distinguished by their time-dependent fluorescence. The crystal-
lization of amorphous indomethacin was observed in two storage conditions for 10
days: (1) at 60 ◦C and 0 % relative humidity (RH) and (2) at room temperatu-
re and 100 % RH. The samples stored in 60 ◦C crystallized rapidly on the surface
and the thickness of the crystalline layer increased as the crystallization proceeded.
The crystallized fraction was determined from the lifetime component proportions
and fitted to several kinetic models. According to the results the crystallization was
best described by diffusion-limited reaction models. FLM was not suited for obser-
ving the transformation kinetics for the samples stored at 100 % RH. The samples
crystallized as dense areas surrounded by amorphous material. The imaging area
should have been larger in order to represent the crystallization in the sample. In-
domethacin was also crystallized by adding a drop of ethanol on the amorphous
sample. The ethanol-induced crystallization was rapid and the sample was not mo-
ved between imaging measurements, so the intensities between FLM pictures were
proportional. The lifetime distribution changed as the crystallization proceeded and
that could be used for approximate kinetic analysis. However, the use of the lifetime
distribution for kinetic analysis needs further examination. The method has cer-
tain limitations. The early stages of the crystallization could not be distinguished in
FLM-pictures, because the fluorescence of the amorphous material under the crys-
tallized indomethacin mixed with the fluorescence of the crystalline layer. The best
results were acquired when the samples were measured from the top, the microscope
focusing was done carefully and the excitation intensity was low enough.
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1D diff. yksiulotteinen diffuusiorajoitettu reaktiomalli
1. kl ensimma¨isen kertaluvun reaktiomalli
3D diff. 1 paraboloidilaista johdettu yksinkertainen kolmiulotteinen diffuusio-
rajoitettu reaktiomalli
3D diff. 2 kutistuva ydin -reaktiomalli
a.u. engl. arbitrary unit, mielivaltainen yksikko¨
DSC engl. differential scanning calorimetry, differentiaalinen pyyhka¨isy-
kalorimetria
FCU engl. fiber coupling unit, laserdiodien kytkenta¨yksikko¨
FF engl. front face, spektrofluorometrin 20◦ mittauskulma
FLM engl. fluorescence lifetime microscopy, elinaikaerotteinen fluoresens-
simikroskopia
IC engl. internal conversion, sisa¨siirtyma¨
ISC engl. intersystem crossing, systeemien va¨linen siirtyma¨
JMAEK Johnson–Mehl–Avrami–Erofeyev–Kholmorogov-yhta¨lo¨
MOU engl. main optical unit, elinaikaerotteisen fluoresenssimikroskoopin
optinen pa¨a¨yksikko¨
N.A. engl. numerical aperture, numeerinen aukko
PD engl. photodiode, valodiodi
RA engl. right angle, spektrofluorometrin 90◦ mittauskulma
RH engl. relative humidity, suhteellinen ilmankosteus (%)
S singlettitila
SPAD engl. single-photon avalanche diode, yksitta¨isfotonivyo¨rydiodi
T triplettitila
TCSPC engl. time-correlated single photon counting, aikaerotteinen yksit-
ta¨isfotonilaskenta
TTTR engl.time-tagged time-resolved, aikamerkitty aikaerotteinen mittaus-
menetelma¨
VR engl. vibrational relaxation, vibraatiorelaksaatio
XRPD engl. X-ray powder diffraction, jauhemaisten na¨ytteiden ro¨ntgendif-
fraktio
a fluoresenssin elinajan amplitudi
A′ verrannollisuuskerroin
[A] A:n konsentraatio (mol dm−3)
c valon nopeus (2,998 × 108 m s−1)
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D diffuusiovakio (m2 s−1)
E energia (J)
f fluoresenssin elinajan osuus
f(α) differentiaalimuotoinen reaktiomalli
g(α) integraalimuotoinen reaktiomalli
∆G Gibbsin energia (J g−1)
h Planckin vakio (6,626×10−34 Js)
H entalpia (J g−1)
∆Hc kiteytymisentalpia (J g
−1)
∆Hm sulamisentalpia (J g
−1)
I intensiteetti (W m−2)
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11. JOHDANTO
Monien potentiaalisten la¨a¨keaineiden huono vesiliukoisuus on jo pitka¨a¨n mietitytta¨-
nyt tutkijoita. Kiinteiden, suun kautta nautittavien la¨a¨keaineiden biosaatavuus, jol-
la tarkoitetaan la¨a¨keaineen verenkiertoon asti pa¨a¨seva¨a¨ osuutta seka¨ verenkiertoon
pa¨a¨tymisen nopeutta, riippuu keskeisesti la¨a¨kevalmisteen liukoisuudesta, liukene-
misnopeudesta ja nopeudesta, jolla la¨a¨keaine la¨pa¨isee elimisto¨n kalvorakenteet [1].
Huonosti veteen liukenevat la¨a¨keaineet eiva¨t siten kulkeudu riitta¨va¨n isoina ma¨a¨rina¨
elimisto¨ssa¨ sinne, missa¨ la¨a¨keaineiden varsinainen toiminta tapahtuu.
Era¨s ratkaisu kiintea¨n aineen liukoisuusominaisuuksien parantamiseen on amorfisen
muodon hyo¨dynta¨minen. Toisin kuin kiteisella¨ aineella, amorfisen aineen molekyy-
leilla¨ ei ole pitka¨n va¨limatkan ja¨rjestysta¨. Monet la¨a¨keteollisuudessakin ka¨ytetyt
aineet kuten proteiinit ja osa sokereista esiintyva¨t tyypillisesti amorfisessa muodos-
sa, ja amorfisia muotoja voidaan yleensa¨ valmistaa yksinkertaisilla menetelmilla¨.
La¨a¨keteollisuuden kannalta amorfisella muodolla on kiteiseen verrattuna useita hyo¨-
dyllisia¨ ominaisuuksia, kuten parempi vesiliukoisuus ja liukoisuusnopeus seka¨ joskus
myo¨s paremmat puristusominaisuudet [2]. Amorfinen muoto on kuitenkin epa¨vakaa,
ja se voi kiteytya¨ tuotteen valmistuksen tai sa¨ilytyksen aikana, jolloin valmisteen toi-
minnallisuus voi muuttua. Amorfista muotoa pyrita¨a¨nkin stabiloimaan muun muas-
sa lisa¨aineilla [3, 4] tai peitta¨ma¨lla¨ aineen pinta nanopa¨a¨llysteilla¨ [5], jotta sita¨ voi-
taisiin hyo¨dynta¨a¨ la¨a¨kevalmisteissa.
Amorfisen muodon stabiloiminen ja kiteytymismekanismien ymma¨rta¨minen liittyva¨t
keskeisesti toisiinsa. Kiteytymisen seuraamisessa ka¨yteta¨a¨n perinteisesti muun muas-
sa ro¨ntgendiffraktiomittauksia ja termisen analyysin menetelmia¨, joista eniten ka¨y-
teta¨a¨n differentiaalista pyyhka¨isykalorimetriaa (differential scanning calorimetry,
DSC). Kiteytymisen mekanismeja ei kuitenkaan tunneta viela¨ hyvin. Kiteytymisen
seuraamiseen etsita¨a¨n erityisesti menetelmia¨, joilla kiteytyminen voidaan tunnistaa
jo varhaisessa vaiheessa.
Tutkimuksen tavoitteena oli selvitta¨a¨, miten amorfisen la¨a¨keaineen kiteytymista¨
voidaan seurata elinaikaerotteisella fluoresenssimikroskoopilla (fluorescence lifetime
microscopy, FLM), mitka¨ asiat tulee ottaa huomioon na¨ytteiden ka¨sittelyssa¨ ja mi-
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ten kiteytymisen etenemista¨ voidaan seurata myo¨s kvantitatiivisesti. Mallila¨a¨keai-
neena ka¨ytettiin indometasiinia, jonka fluoresenssin on havaittu muuttuvan kitey-
tymisen edetessa¨ [6]. Indometasiini voi esiintya¨ useassa eri kidemuodossa ja silla¨
on myo¨s amorfinen muoto. Elinaikaerotteinen fluoresenssimikroskopia on kuvanta-
va menetelma¨, jota ka¨yteta¨a¨n muun muassa biologisten ilmio¨iden kuten kudosra-
kenteiden muutosten ja la¨a¨keaineiden levia¨misen tutkimisessa [7, 8]. FLM-kuvissa
esiteta¨a¨n fluoresenssin intensiteetti ja elinaika paikan funktiona. Fluoresenssin elin-
ajalla tarkoitetaan aikaa, jonka molekyyli keskima¨a¨rin vietta¨a¨ virittyneessa¨ tilassa.
Toisin kuin fluoresenssin intensiteetti, elinaika ei riipu fluoresoivan aineen konsent-
raatiosta tai viritysaallonpituudesta [7], joten FLM-mittauksilla saadaan na¨ytteesta¨
fluoresenssimikroskopiaa monipuolisemmin tietoa.
Tyo¨n teoriaosuudessa ma¨a¨ritella¨a¨n tutkimuksen keskeiset ka¨sitteet, jotka liittyva¨t
kiinteiden aineiden polymorfiaan, faasimuutoksiin ja kiteytymiseen, johdetaan ylei-
simma¨t kiintea¨n olomuodon reaktioita kuvaavat kineettiset reaktiomallit seka¨ ka¨y-
da¨a¨n la¨pi elinaikaerotteisen fluoresenssimikroskoopin toiminnan ymma¨rta¨misen kan-
nalta oleellinen valokemian teoria. Lisa¨ksi esitella¨a¨n tutkimuksessa ka¨ytetty mal-
lila¨a¨keaine yleisella¨ tasolla ja kootaan ta¨lle la¨a¨keaineelle aiemmista tutkimuksista
saatuja tuloksia.
Tutkimuksessa selvitettiin amorfisen seka¨ α- ja γ-kiteisen indometasiinin fluore-
senssin elinajat ja seurattiin amorfisen indometasiinin kiteytymista¨ kolmessa eri
tapauksessa. Indometasiinin kiteytymista¨ seurattiin kymmenen vuorokauden ajan
la¨mpo¨kaapissa 60 ◦C la¨mpo¨tilassa 0 % suhteellisessa ilmankosteudessa (relative hu-
midity, RH) ja kymmenen vuorokauden ajan huoneenla¨mmo¨ssa¨ 100 % RH:ssa. Kol-
mannessa seurannassa indometasiini kiteytettiin nopeasti etanolin avulla. Na¨ytteet
kuvattiin tietyin aikava¨lein elinaikaerotteisella fluoresenssimikroskoopilla. FLM-tu-
lokset sovitettiin kiteytymista¨ kuvaaviin kineettisiin malleihin, kun se oli mahdollis-
ta. Seka¨ puhtaiden na¨ytteiden etta¨ kymmenen vuorokautta sa¨ilytettyjen na¨ytteiden
kunto tarkistettiin differentiaalisella pyyhka¨isykalorimetrialla. DSC-tulosten avulla
arvioitiin myo¨s kymmenen vuorokauden seurantana¨ytteiden kiteytymista¨.
32. POLYMORFIA JA AMORFISUUS
Kiteisen aineen rakennehiukkaset ovat ja¨rjestyneet yhdenmukaisena toistuvaksi ki-
derakenteeksi. Joidenkin aineiden hiukkaset voivat ja¨rjestya¨ useammiksi eri kidera-
kenteiksi. Jos hiukkanen on alkuaine, ilmio¨ta¨ kutsutaan yleensa¨ allotropiaksi [9, 10].
Yleisempi nimitys ilmio¨lle on kuitenkin polymorfia [11, s. 13]. Osa aineista voi esiin-
tya¨ kiintea¨ssa¨ olomuodossa myo¨s ilman pitka¨lla¨ va¨limatkalla yhdenmukaisena toistu-
vaa rakennetta, jolloin ainetta kutsutaan amorfiseksi. Amorfisessa aineessa voi silti
olla lyhyen va¨limatkan ja¨rjestyneisyytta¨, jossa vierekka¨iset molekyylit ovat suun-
tautuneet keskena¨a¨n yhdenmukaisesti. [2] Kuvassa 2.1 on esitetty yksinkertaistaen,
miten hiukkaset ja¨rjestyva¨t amorfisessa ja kiteisessa¨ aineessa. Kiinteiden aineiden
tutkimuksissa amorfisen ja kiteisten muotojen tutkiminen on usein kietoutunut yh-
teen, jolloin amorfista muotoa ka¨sitella¨a¨n ika¨a¨n kuin yhtena¨ polymorfeista.
Kuva 2.1 Mallikuva hiukkasten ja¨rjestymisesta¨ amorfisessa ja kiteisessa¨ aineessa vas-
taavassa ja¨rjestyksessa¨.
Amorfisella aineella on kaksi erilaista la¨mpo¨tilasta riippuvaa kiintea¨a¨ muotoa. Ai-
neelle ominaista lasittumisla¨mpo¨tilaa matalammissa la¨mpo¨tiloissa amorfinen aine on
kovassa ja hauraassa lasimaisessa muodossa. Lasittumisla¨mpo¨tilan yla¨puolella amor-
fisen aineen molekyylit pa¨a¨seva¨t liikkumaan vapaammin, jolloin aine on lasimaista
muotoa joustavampaa. [2, 12, s. 82–83] Lasimuodon ja joustavamman muodon la¨m-
po¨kapasiteetit eroavat hieman toisistaan, mita¨ hyo¨dynneta¨a¨n lasittumisla¨mpo¨tilan
ma¨a¨ritta¨misessa¨. [12, s. 82–83] Rakenteen lisa¨ksi myo¨s amorfisen aineen termodynaa-
miset ominaisuudet eroavat kiteisen muodon ominaisuuksista. Amorfisella aineella
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on kiteiseen muotoon verrattuna entalpian ja vapaaenergian ylija¨a¨ma¨a¨. Amorfinen
muoto ei ole siten stabiili, vaan amorfisen aineen molekyylit ja¨rjestyva¨t kideraken-
teeksi eli aine kiteytyy ajan myo¨ta¨. [2] Esimerkiksi klassisen ydintymisen malli poh-
jautuu aineen eri muotojen va¨liseen vapaaenergiaeroon [13, 14], joten amorfisen ja
kiteisen muodon va¨lisia¨ termodynaamisia suureita voidaan ka¨ytta¨a¨ kiteytymisen
teoreettisten mallien pohjana.
Amorfinen muoto voidaan saavuttaa esimerkiksi pikaja¨a¨hdytta¨ma¨lla¨: kiteinen ai-
ne sulatetaan ja sulate ja¨a¨hdyteta¨a¨n niin nopeasti, etteiva¨t molekyylit ehdi ja¨r-
jestya¨ yhdenmukaiseksi kiderakenteeksi. Amorfista ainetta voidaan valmistaa myo¨s
muun muassa liuottimen nopealla haihduttamisella [15, 16] tai kylma¨jauhamalla
[15, 17, 18]. Eri tavoilla valmistettujen amorfisten muotojen ominaisuudet eroavat
usein toisistaan [15, 16, 19], eika¨ amorfista muotoa voi siten ma¨a¨ritella¨ yksiselittei-
sesti ominaisuuksien kautta. Amorfisuus voidaan kuitenkin tunnistaa kiderakenteen
puuttumisen ja lasittumisla¨mpo¨tilan olemassaolon avulla.
Kiinteiden muotojen fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet ovat tyypillisesti eri-
laisia. Na¨ihin kuuluvat mm. sulamispiste, liukoisuus ja liukenemisnopeus, mekaa-
niset ominaisuudet seka¨ tiheys. Useiden kiinteiden muotojen olemassaolo voi siten
vaikuttaa suoraan la¨a¨kkeen valmistamiseen, sa¨ilymiseen, liukoisuuteen ja biosaa-
tavuuteen. Muoto voi vaikuttaa myo¨s esimerkiksi la¨a¨kkeen tabletointiominaisuuk-
siin. [11, s. 10–11] Amorfisella muodolla on yleensa¨ kiteisia¨ muotoja parempi liukoi-
suus ja ne liukenevat kiteisia¨ muotoja nopeammin, joten niilla¨ on parempi biosaa-
tavuus. Amorfinen muoto voi kuitenkin helposti kiteytya¨ ka¨sittelyn tai sa¨ilytyksen
aikana, jolloin myo¨s sen toiminnallisuus voi muuttua. [2] Jotta amorfista muotoa
voitaisiin hyo¨dynta¨a¨ nykyista¨ paremmin, amorfisen muodon kiteytymista¨ pyrita¨a¨n
ymma¨rta¨ma¨a¨n entista¨ yksityiskohtaisemmin ja etsita¨a¨n myo¨s keinoja, jolla kiteyty-
minen voitaisiin esta¨a¨ tai sita¨ voitaisiin ainakin hidastaa.
53. TERMISET OMINAISUUDET
Aineen amorfisuus tai kidemuoto voidaan usein tunnistaa helposti ja nopeasti ter-
misen analyysin menetelmilla¨ kuten differentiaalisella pyyhka¨isykalorimetrialla [12,
s. 101–102]. Termisella¨ analyysilla¨ tutkitaan aineen ominaisuuksien ja la¨mpo¨tilan
va¨lista¨ yhteytta¨. Termisia¨ ominaisuuksia ovat muun muassa faasimuutosla¨mpo¨tilat
ja -entalpiat, la¨mpo¨kapasiteetti ja lasittumisla¨mpo¨tila.
Kiintea¨n aineen faasimuutoksessa aine muuttuu nestema¨iseksi, kaasumaiseksi tai
toiseen polymorfiseen muotoon. Muutos havaitaan kiderakenteen ominaisuuksien
muuttumisena faasimuutospisteessa¨ eli faasimuutosla¨mpo¨tilassa ja -paineessa. Faa-
simuutokset voidaan jakaa ensimma¨isen ja toisen kertaluvun faasimuutoksiin. En-
simma¨isen kertaluvun faasimuutoksiin liittyy latenttila¨mpo¨ eli entalpia ∆H (J g−1),
joka sitoutuu aineeseen tai vapautuu aineesta faasimuutoksessa. Muutoksen aikana
na¨yte on heterogeeninen, eli siina¨ on samanaikaisesti la¨sna¨ seka¨ alkupera¨ista¨ etta¨
uutta faasia. Toisen kertaluvun faasimuutokseen ei liity latenttila¨mpo¨a¨ ja muutos
on homogeeninen, jolloin aineeseen ei muodostu faasien va¨lisia¨ rajapintoja. [20, s. 2–
4] Faasimuutosten jako on pera¨isin Gibbsin vapaaenergian ∆G (J g−1) kytko¨ksesta¨
faasimuutoksiin: ensimma¨isen kertaluvun faasimuutos havaitaan Gibbsin energian
ensimma¨isen derivaatan eli tilavuuden tai entropian muutoksena ja vastaavasti toi-
sen kertaluvun faasimuutos havaitaan ∆G:n toisen derivaatan, esimerkiksi la¨mpo¨ka-
pasiteetin tai puristettavuuden, muutoksena. [21] Ma¨a¨ritelma¨ on kuitenkin turhan
yleista¨va¨ ja nykyisin sen ka¨ytto¨a¨ va¨lteta¨a¨n [20, s. 2].
Puhtaan aineen olomuodon muutokset ja muutokset polymorfien va¨lilla¨ ovat ensim-
ma¨isen kertaluvun faasimuutoksia [20, s. 4], eli niihin liittyy myo¨s tunnettu ental-
piamuutos. Kiteytymisessa¨ vapautuu energiaa (∆H < 0) eli se on eksoterminen ta-
pahtuma ja sulaminen sitoo energiaa (∆H > 0), joten se endoterminen tapahtuma.
[12, s. 79, 84]
La¨mpo¨kapasiteetti Cp (J g
−1 K−1) kertoo, paljonko aineeseen ta¨ytyy sitoutua ener-
giaa, jotta sen la¨mpo¨tila nousee yhden asteen [12, s. 68]. Lasittumisla¨mpo¨tila on
amorfiselle aineelle ominainen la¨mpo¨tila-alue, jossa aineen la¨mpo¨kapasiteetti muut-
tuu. Lasittumisla¨mpo¨tilana ka¨yteta¨a¨n yleensa¨ la¨mpo¨tilaa, jossa puolet aineesta on
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saavuttanut joustavan muodon la¨mpo¨kapasiteetin eli niin sanottua midpoint-arvoa.
Lasittumisla¨mpo¨tila on kineettinen suure, joka riippuu jossain ma¨a¨rin la¨mmitys-
ja ja¨a¨hdytysnopeudesta seka¨ aineen termisesta¨ historiasta, eika¨ se siten ole varsi-
nainen faasimuutos. La¨mpo¨kapasiteetin muutos lasittumisalueella on yleensa¨ pieni,
minka¨ lisa¨ksi lasittumisalueella tapahtuu usein entalpiarelaksaatioita, jotka voivat
peitta¨a¨ la¨mpo¨kapasiteetin muutoksen osittain tai kokonaan. [12, s. 82–83] Lasittu-
misla¨mpo¨tilan ma¨a¨ritta¨minen voi siksi olla hankalaa.
Differentiaalinen pyyhka¨isykalorimetria eli DSC (differential scanning calorimetry)
on terminen analyysimenetelma¨, jolla mitataan na¨ytteeseen sitoutuvaa tai na¨ytteen
vapauttamaa energiavirtausta la¨mpo¨tilan funktiona. [12, s. 68] DSC:n mittaustulos
esiteta¨a¨n la¨mpo¨kuvaajana, jota kutsutaan DSC-kuvaajaksi. Termiset tapahtumat
na¨hda¨a¨n DSC-kuvaajassa endo- tai eksotermisina¨ piikkeina¨ tai la¨mpo¨kapasiteetin
eli DSC-kuvaajan pohjaviivan muutoksena. Piikin la¨mpo¨tila voidaan ma¨a¨ritta¨a¨ joko
tapahtuman alkula¨mpo¨tilasta (onset) tai piikin huipun la¨mpo¨tilasta (peak). Lasit-
tumisla¨mpo¨tilan lisa¨ksi myo¨s osa muista DSC-mittauksilla ma¨a¨ritetyista¨ suureista
riippuu mittauksissa ka¨ytetysta¨ la¨mmitysnopeudesta. La¨mmitysnopeuden kasvaes-
sa peak-arvot siirtyva¨t korkeampaan la¨mpo¨tilaan, mutta onset-arvot ja tapahtuman
entalpiamuutokset pysyva¨t vakioina la¨mmitysnopeudesta riippumatta. Onset-arvot
ovat siten peak-arvoja pienempia¨ mutta paremmin toistettavia. [12, s. 80–81] Osas-
sa tutkimuksista DSC-tulokset raportoidaan kuitenkin peak-arvoina, joten DSC-
mittauksilla ma¨a¨ritetyt tulokset eiva¨t ole aina keskena¨a¨n verrattavissa.
74. KITEYTYMINEN
Kiteytyminen on ensimma¨isen kertaluvun faasimuutos, jossa aineen molekyylit uu-
delleenja¨rjestyva¨t kiderakenteeksi. Aine voi kiteytya¨ muista olomuodoista, liuoksesta
tai myo¨s toisesta kiintea¨n aineen rakenteesta. Kiteytymisen ajava voima on ero al-
kupera¨isen ja kiteisen muodon vapaaenergioissa [22]. Kiteytymista¨, kuten muitakin
kiintea¨n olomuodon reaktioita, kuvataan matemaattisilla reaktiomalleilla. Osa reak-
tiomalleista perustuu olettamuksiin reaktion etenemisesta¨ ja reaktio-olosuhteista,
kun taas osa reaktiomalleista pohjautuu vahvemmin kokeellisiin tuloksiin.
Ka¨yta¨nno¨ssa¨ amorfisten la¨a¨keaineiden sa¨ilyvyys riippuu olennaisesti sa¨ilytysla¨mpo¨-
tilasta ja kosteudesta, jonka kanssa la¨a¨ke joutuu kosketuksiin. Kiintea¨ la¨a¨keaine on
monimutkainen heterogeeninen systeemi, jossa on kiintea¨n faasin lisa¨ksi la¨sna¨ seka¨
kaasu- etta¨ nestefaasi. [11, s. 123–127] Kosteus ja korkea la¨mpo¨tila lisa¨a¨va¨t amorfisen
aineen molekyylien liikkuvuutta, mika¨ edesauttaa kiteytymista¨ [23, 24].
4.1 Kiteytymisen kineettinen tarkastelu
Kineettiset reaktiomallit voidaan ilmaista joko differentiaali- tai integraalimuotoisi-
na. Differentiaalimuotoinen reaktiomalli kuvaa reaktion edistymisnopeuden muutos-








jossa α on reaktion edistymista¨ kuvaava konversioaste, k (s−1) reaktion nopeusvakio
ja t (s) aika. Integraalimuotoinen reaktiomalli voidaan johtaa differentiaalimuotoi-













g(α) = kt. (4.3)
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Reaktionopeus voidaan ma¨a¨ritta¨a¨ eri menetelmilla¨, kunhan ajan funktiona muuttu-
va suure voidaan muuttaa konversioasteeksi. [25]
4.1.1 Konversioaste
Konversioasteella α tarkoitetaan na¨ytteen jo reagoinutta osuutta. Reaktion alkuhet-
kella¨ (t = 0) α = 0 ja reaktion pa¨a¨tyttya¨ (t = ∞) α = 1. Liuoksessa konversioaste
ma¨a¨riteta¨a¨n yleensa¨ konsentraation avulla
α = 1− [A]
[A]0
, (4.4)
jossa [A]0 on alkukonsentraatio (mol dm
−3) ja [A] on konsentraatio hetkella¨ t. Kon-
versioaste voidaan ma¨a¨ritta¨a¨ myo¨s esimerkiksi massan m (kg) avulla yhta¨lo¨sta¨
α =
m0 −mt
m0 −m∞ , (4.5)
jossa m0 on massa hetkella¨ t = 0, mt massa hetkella¨ t ja m∞ massa reaktion
pa¨a¨tyttya¨ [25]. Yhta¨lo¨a¨ 4.5 voidaan ka¨ytta¨a¨ konversioasteen ma¨a¨ritta¨miseen myo¨s
muiden suureiden, esimerkiksi absorbanssin, avulla.
4.1.2 Ensimma¨isen kertaluvun kiteytyminen
Kertalukuihin perustuvat mallit ovat yksinkertaisimpia malleja, joilla kiteytymista¨
voidaan kuvata. Kertalukumallit noudattavat yhta¨lo¨a¨
dα
dt
= −k(1− α)m, (4.6)
jossa m on mallin kertaluku. [25] Ensimma¨isen kertaluvun yhta¨lo¨ on siten
dα
dt
= −k(1− α). (4.7)
Erottamalla muuttujat ja integroimalla yhta¨lo¨ 4.7 puolittain saadaan ensimma¨isen
kertaluvun integraalimuotoiseksi reaktiomalliksi
− ln(1− α) = kt. (4.8)
Yhta¨lo¨ 4.8 kuvaa kiteytymista¨, jonka nopeus riippuu vain yhden reaktioon osal-
listuvan komponentin ma¨a¨ra¨sta¨. Ensimma¨isen kertaluvun reaktiomallia noudattava
kiteytyminen hidastuu kiteytymisen edetessa¨.
4.1. Kiteytymisen kineettinen tarkastelu 9
4.1.3 Ydintyminen
Kiteytymista¨ kuvaavat reaktiomallit voidaan jakaa yksi- ja monivaiheisiin malleihin.
Kiteytymisessa¨ on kaksi vaihetta: ydintyminen ja kasvu. Yksivaiheisissa kiteytymis-
malleissa ydintymisen ja kasvun oletetaan tapahtuvan samassa vaiheessa. Monivai-
heisissa malleissa ydintyminen ja kasvu tapahtuvat erillisissa¨ vaiheissa. [25]
Ydintymisessa¨ alkupera¨isen muodon A rakenteeseen muodostuu uutta kiintea¨a¨ faa-
sia B. B-muodon pienet aggregaatit aiheuttavat ha¨irio¨ita¨ A:n rakenteeseen, joten
ne ovat epa¨vakaita ja voivat viela¨ muuttua takaisin A-muotoon. A:n ja B:n rajapin-
nalla on kaksi vastakkaista voimaa. A:n ja B:n rajapinnan pintaja¨nnitys γs (N m
−1)
vastustaa ytimen kasvua, kun taas A:n ja B:n va¨linen vapaaenergiaero ∆GAB suosii
sita¨. Kolmiulotteisessa tapauksessa pallon muotoiselle kiteytyneelle alueelle, jonka
sa¨de on r, na¨iden voimien erotus ∆G voidaan esitta¨a¨ yhta¨lo¨lla¨
∆G = 4πr2γs − 4
3
πr3∆GAB. (4.9)
∆G on kynnysenergia, joka ytimen ta¨ytyy ylitta¨a¨ stabiloituakseen. ∆G saavuttaa
maksimiarvonsa, kun kiteytyneen alueen koko saavuttaa kriittisen sa¨teen rc. ∆G:n










Kriittisen koon saavuttanut ydin stabiloituu ja voi aloittaa varsinaisen kasvuvai-
heen. [14] Ytimia¨ on siten kahdenlaisia: epa¨vakaita siemenytimia¨ (germ) ja vakaita
kasvuytimia¨ (growth). Aineessa voi olla epa¨puhtauksia, kulmia, halkeamia ja mui-
ta virheita¨, jotka aiheuttavat vaihtelua aineen paikallisissa energioissa. Ta¨llaisissa
paikoissa kynnysenergia voi olla muuta ainetta pienempi, joten ne voivat olla ydin-
tymiselle otollisia kohtia.
4.1.4 JMAEK-yhta¨lo¨
JMAEK-yhta¨lo¨n kuvaamassa kasvussa konversioaste muuttuu sigmoidaalisesti ajan
funktiona, eli kiteytymisnopeus kasvaa kiteytymisen alussa ja hidastuu kiteytymisen
loppuvaiheessa. JMAEK-yhta¨lo¨ perustuu kiteytymisen potenssiyhta¨lo¨malliin (power
law), joka voidaan esitta¨a¨ yhta¨lo¨lla¨
α1/n = kt. (4.12)
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Yhta¨lo¨ssa¨ 4.12 n on vakio, joka liittyy kiteen kasvun ulottuvuuksien ma¨a¨ra¨a¨n. [25]
Potenssiyhta¨lo¨n kuvaaman kiteytymisen nopeus kiihtyy kiteytymisen edetessa¨.
Kiteytymisen alkuvaiheessa ytimet ovat kaukana toisistaan ja ydinten va¨liset vuo-
rovaikutukset voidaan ja¨tta¨a¨ huomiotta, jolloin kiteytymista¨ voidaan usein kuva-
ta yhta¨lo¨lla¨ 4.12. Kiteytymisen edetessa¨ ydinten va¨listen vuorovaikutusten merkitys
kasvaa, kun kasvuydinten va¨lille muodostuu yhteisia¨ rajapintoja. Kiintea¨ssa¨ aineessa
yhteisen rajapinnan muodostumisella voi olla kahdenlaisia seurauksia: ytimet voi-
vat jatkaa kasvuaan rajapintaa lukuun ottamatta normaalisti tai ydin voi ja¨a¨da¨
toisen ytimen alle. Kasvamatta ja¨a¨neita¨ haamuytimia¨ ei kuitenkaan voida kokeel-
lisesti tunnistaa, joten kokeellisesti ma¨a¨ritetty konversioaste ei vastaa teoreettisesti
ma¨a¨ritettya¨ konversioastetta. [25, 22]
Ongelman ratkaisuksi on ehdotettu laajennettua konversioastetta α′. Ajan dt aikana
konversioaste kasvaa dα:n verran ja laajennettu konversioaste dα′:lla. Laajennetun
konversioasteen muutoksesta vain osa vastaa todellisen konversioasteen muutosta.
Vain osuudessa 1−α eli viela¨ muuttumattomassa osassa tapahtunut kiteisyyden kas-
vu vaikuttaa α:n arvoon. α:n ja α′:n va¨linen riippuvuus voidaan kirjoittaa muodossa
[25, 22]
dα = dα‘(1− α), (4.13)
josta saadaan uudelleen ja¨rjesta¨ma¨lla¨ ja puolittain integroimalla
α′ = − ln(1− α). (4.14)
Sijoittamalla α′ konversioasteen tilalle yhta¨lo¨o¨n 4.12, saadaan
(− ln(1− α))1/n = kt. (4.15)
Yhta¨lo¨a¨ 4.15 kutsutaan Johnson–Mehl–Avrami–Erofeyev–Kholmorogov- eli JMAEK-
yhta¨lo¨ksi. [25] JMAEK-yhta¨lo¨ssa¨ k on ydintymis- ja kasvunopeudesta riippuva vakio
ja n on kasvuolosuhteille ja kasvun ulottuvuuksille ominainen vakio. Kaksiulotteises-
sa kasvutapahtumassa n = 2, jos kasvuvaiheeseen siirrytta¨essa¨ kaikki kasvuytimet
ovat jo la¨sna¨ ja alkavat kasvaa. Kun uusia ytimia¨ syntyy kiteytymisen jokaisessa vai-
heessa, n = 3 ja puhutaan jatkuvasta tai homogeenisesta¨ ydintymisesta¨. Vastaavat
luvut kolmiulotteisessa kasvutapahtumassa ovat 3 ja 4. [14] JMAEK-yhta¨lo¨ on myo¨s
yhteydessa¨ kertalukumalleihin. Kun n = 1, yhta¨lo¨ 4.15 on identtinen ensimma¨isen
kertaluvun reaktiomallin (yhta¨lo¨ 4.8) kanssa.
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4.1.5 Yksiulotteinen diffuusiorajoitettu kiteytyminen
Liuoksissa reaktioon osallistuvat molekyylit voivat liikkua ja vuorovaikuttaa melko
vapaasti. Sen sijaan kiintea¨ssa¨ aineessa molekyylien liike on rajoitettua, minka¨ seu-
rauksena reaktiot tapahtuvat usein rajapinnoilla. Diffuusiorajoitetuissa reaktioissa
reaktiotuote muodostuu rajapinnalle tasaiseksi kerrokseksi, jonka la¨pimitta kasvaa
reaktion edetessa¨. Reaktiotuotekerroksen kasvaessa kiteytymisnopeus hidastuu, kos-
ka diffundoituminen reaktiotuotekerroksen la¨pi hidastuu kerroksen kasvaessa.
Diffuusiolla tarkoitetaan aineen siirtymista¨ suuremmasta konsentraatiosta kohti pie-
nempa¨a¨ konsentraatiota. Diffuusiovuo J (mol m−2 s−1) eli yksikko¨alan la¨pi yksikko¨-




jossa D on diffuusiovakio. [26, s. 855] Ka¨sitella¨a¨n reaktiota A+B → AB, jossa reak-
tiotuotekerroksen paksuus on l (m) ja B:n tulee diffundoitua reaktiotuotekerroksen
la¨pi, jotta reaktio voisi tapahtua. Merkita¨a¨n B:n diffundoitumaa matkaa kirjaimella
x. Tilanne on esitetty kuvassa 4.1.
Kuva 4.1 Mallikuva yksiulotteisesta diffuusiorajoitetusta reaktiosta. Aineen B tulee dif-
fundoitua reaktiotuotekerroksen AB (paksuus l) la¨pi, jotta A ja B voivat reagoida.
Reaktiotuotekerroksen paksuuden muutosnopeus dl/dt on verrannollinen diffuusio-






jossa A′ on verrannollisuuskerroin ja cB B:n konsentraatio [25]. Oletetaan B:n kon-




= −A′DcB,2 − cB,1
l
, (4.18)
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jossa cB,2 on B:n konsentraatio A:n ja AB:n rajapinnalla ja cB,1 on B:n konsent-
raatio B:n ja AB:n rajapinnalla. Erottamalla muuttujat ja integroimalla puolittain
saadaan
l2 = 2A′D(cB,2 − cB,1)t. (4.19)
Merkita¨a¨n k = 2A′D(cB,2 − cB,1), jolloin
l2 = kt. (4.20)
Yhta¨lo¨a¨ 4.20 kutsutaan paraboloidilaiksi. Yksinkertaisimmassa diffuusiorajoitetussa
tapauksessa reaktio tapahtuu a¨a¨retto¨ma¨lla¨ tasaisella pinnalla. Ta¨llo¨in konversioaste
on suoraan verrannollinen reaktiotuotekerroksen paksuuteen, eli
α2 = k′t, (4.21)
jossa k′ on vakio. Yhta¨lo¨ 4.21 kuvaa yksiulotteista diffuusiorajoitettua mallia. [25]
Kiinteiden aineiden kiteytymista¨ ei yleensa¨ kuvata yksiulotteisella diffuusiorajoite-
tulla kiteytymismallilla. Amorfisen magnesiumpohjaisen metalliseoksen on kuitenkin
era¨a¨ssa¨ tutkimuksessa huomattu noudattavan paraboloidilakia kiteytymisen alussa,
mutta pidemma¨lla¨ aikava¨lilla¨ kiteytyminen on noudattanut sigmoidaalista JMAEK-
yhta¨lo¨a¨ [27].
4.1.6 Kolmiulotteinen diffuusiorajoitettu kiteytyminen
Kolmiulotteisessa tapauksessa diffuusiorajoitettua mallia kutsutaan kutistuva ydin
(shrinking core) -malliksi. Kutistuva ydin -mallissa kiteytyvien yksiko¨iden oletetaan
olevan palloja, joiden sa¨de on R. Reaktio alkaa pallon pinnalta ja etenee kohti ydinta¨
eli reagoimaton ydin pienenee reaktion edetessa¨. Kuvassa 4.2 on esitetty mallikuva
yksitta¨isesta¨ reagoivasta hiukkasesta. Kuvassa R on pallon sa¨de ja x reaktiotuote-
kerroksen AB paksuus. Reagoimattoman ytimen sa¨de on ta¨llo¨in R− x.
Pallon muotoisen rajapinnan la¨pa¨iseva¨ diffuusiovuo muuttuu pallon sa¨teen r funktio-
na. Sen sijaan pallon pinnan la¨pi diffundoituva kokonaisainema¨a¨ra¨ ei riipu sa¨teesta¨,
joten [28, s. 721–722]
J4π(r +∆r)2 − J4πr2 = 0. (4.22)
Johdetaan seuraavaksi yhta¨lo¨ B:n konsentraatiolle sa¨teen funktiona. Jakamalla yh-
ta¨lo¨ 4.22 4π∆r:lla¨ ja ottamalla raja-arvo ∆r → 0, saadaan
lim
∆r→0






4.1. Kiteytymisen kineettinen tarkastelu 13
Kuva 4.2 Kiteytyva¨ yksikko¨ kutistuva ydin -mallissa. A on reagoimaton ydin, AB reak-
tiotuotekerros ja B aine, jonka tulee diffundoitua kerroksen AB la¨pi, jotta reaktio voi
tapahtua.


















Yhta¨lo¨n 4.25 integraali on
dc
dr
r2 = K1, (4.26)










K1 ja K2 ovat integroimisvakioita. Kuvan 4.2 perusteella hiukkasen ulkopinnalla eli
AB:n ja B:n rajapinnalla r = R, ja vastaavasti AB:n ja A:n rajapinnalla r = R−x.
Olkoon B:n konsentraatio sa¨teen funktiona cr, hiukkasen ulkopinnalla cR ja AB:n
ja A:n rajapinnalla cR−x. Yhta¨lo¨n 4.28 avulla voidaan ma¨a¨ritta¨a¨ konsentraation
suhteellinen muutos sa¨teen funktiona [28, s. 722]:
cr − cR−x
cR − cR−x =
−1/r + 1/(R− x)
−1/R + 1/(R− x) . (4.29)
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A:n ja AB:n rajapinnalla reaktion voidaan olettaa tapahtuvan diffuusiota nopeam-





1/(R− x)− 1/R, (4.30)
joten konsentraatio sa¨teen funktiona on
cr =
cRR(r − (R− x))
r(R− (R− x)) . (4.31)
Reaktio tapahtuu A:n ja AB:n rajapinnalla, joten lasketaan Fickin ensimma¨ista¨






















jossa A′ on vakio, joka liittyy reagoimattoman ytimen massan muutokseen [28, s.
723].
Kohti integraalimuotoista reaktiomallia pa¨a¨sta¨a¨n merkitsema¨lla¨ k = A′DcR, erotta-














Kiteytynyt osuus halutaan ilmoittaa reaktiotuotekerroksen paksuuden sijaan kon-
versioasteella, jotta reaktiomallia voidaan soveltaa kokeelliseen aineistoon. Konver-
sioaste voidaan laskea yhta¨lo¨sta¨ 4.5. Reaktion lopussa kiteytyva¨n yksiko¨n oletetaan
olevan ta¨ysin reagoinut, jolloin m∞ ≈ 0. Jos reaktiotuotekerroksen paksuus on x,
hiukkasten tiheys ρ (kg m−3) ja hiukkasten lukuma¨a¨ra¨ N , konversioaste voidaan

















josta voidaan ratkaista reaktiotuotekerroksen paksuus konversioasteen funktiona:
x = R(1− (1− α)1/3). (4.38)




α− (1− α)2/3 = kt. (4.39)
Yhta¨lo¨ 4.39 on integraalimuodossa esitetty kutistuva ydin -reaktiomalli. Kutistuva
ydin -mallilla kuvataan lukuisia keskena¨a¨n hyvin erilaiseltakin vaikuttavia reaktioita:
yhta¨lo¨ kuvaa esimerkiksi tablettien liukenemista vatsalaukussa tai tuhkakerroksen
muodostumista palavan hiilen ympa¨rille [28, s. 719].
Yksinkertaisempi la¨hestymistapa kolmiulotteisten hiukkasten reaktiokinetiikkaan pe-
rustuu yksiulotteiselle diffuusiolle johdettuun paraboloidiyhta¨lo¨o¨n (yhta¨lo¨ 4.20). Kon-
versioasteena ka¨yteta¨a¨n kuitenkin yhta¨lo¨n 4.38 konversioastetta, joka on ma¨a¨ritetty
kolmiulotteiselle, pallon muotoiselle hiukkaselle. Sijoitetaan yhta¨lo¨n 4.20 l:n tilalle
reaktiotuotekerroksen paksuus x yhta¨lo¨sta¨ 4.38:
R2(1− (1− α)1/3)2 = kt. (4.40)
Merkita¨a¨n k′ = k/R2, jolloin reaktiomalliksi tulee
(1− (1− α)1/3)2 = k′t. (4.41)
Yhta¨lo¨ 4.41 ei ota huomioon, miten diffuusio muuttuu ytimen sa¨teen funktiona,
joten se pa¨tee vain pienilla¨ konversioasteilla.
4.2 Kiteytymisen seuraaminen
Kiteytymista¨ seurataan perinteisesti ro¨ntgendiffraktio-, DSC- ja Raman-mittauksilla.
Menetelmien avulla voidaan tunnistaa kiintea¨n aineen muoto ja arvioida na¨ytteiden
kiteisyytta¨. Myo¨s monia muita menetelmia¨, kuten infrapunaspektroskopiaa [16] ja
ydinmagneettista resonanssia [17], ka¨yteta¨a¨n kiteytymisen seuraamisessa. Perinteis-
ten menetelmien lisa¨ksi myo¨s esimerkiksi fluoresenssin intensiteetin muutosta on
ka¨ytetty onnistuneesti seurattaessa indometasiinin kiteytymista¨ [6].
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4.2.1 Ro¨ntgendiffraktio
Jauhemaisten na¨ytteiden ro¨ntgendiffraktio (X-ray powder diffraction, XRPD) on
na¨ytteiden kiintea¨n muodon karakterisointiin ja kiteytymisen seurantaan vakiintu-
nut menetelma¨. Ro¨ntgendiffraktio perustuu ro¨ntgensa¨teiden sirontaan kideraken-
teesta. Sirontakulma riippuu Braggin lain mukaisesti kidetasojen va¨lisesta¨ eta¨isyy-
desta¨, joten kiderakenteiden diffraktiokuviot eroavat toisistaan ja kiderakenne voi-
daan tunnistaa diffraktiokuvion perusteella [29]. Koska amorfisella muodolla ei ole
kiderakennetta, sa¨teet siroavat moneen eri suuntaan, jolloin ro¨ntgendiffraktiokuvios-
sa ei erotu yksitta¨isia¨ piikkeja¨ kuten kiteisilla¨ na¨ytteilla¨. Ro¨ntgendiffraktiota ka¨y-
teta¨a¨n era¨a¨na¨ amorfisen muodon ma¨a¨ritelma¨na¨: kun na¨ytteen ro¨ntgendiffraktioku-
viossa ei ena¨a¨ erotu kiderakenteeseen viittaavia piikkeja¨, na¨yte on amorfinen (x-ray
amorphous).
Piikkien intensiteetin avulla voidaan arvioida myo¨s osittain kiteytyneiden na¨yttei-
den kiteytymisastetta [15, 3, 18, 30], ja sita¨ voidaan hyo¨dynta¨a¨ myo¨s seosten ki-
teytymisen seurantaan [31]. Menetelma¨lla¨ voidaan tunnistaa muoto, johon na¨ytteet
kiteytyva¨t, mittaukset ovat nopeita eiva¨tka¨ tuhoa na¨ytteita¨. Ro¨ntgendiffraktion ha-
vaitsemisraja on kuitenkin noin 10 %, joten sen avulla ei havaita pienia¨ kiteisyys-
tai amorfisuusasteita [32].
4.2.2 Differentiaalinen pyyhka¨isykalorimetria
Differentiaalinen pyyhka¨isykalorimetria on toinen kiinteiden na¨ytteiden karakteri-
sointiin rutiininomaisesti ka¨ytetty menetelma¨. Menetelma¨a¨ ka¨yteta¨a¨n pa¨a¨asiassa
na¨ytteiden kunnon tarkistamiseen: na¨ytteiden kidemuoto tai amorfisuus voidaan
tunnistaa termisten ominaisuuksien kuten sulamispisteen, sulamisentalpian ja mah-
dollisen lasittumisla¨mpo¨tilan avulla.
Myo¨s differentiaalista pyyhka¨isykalorimetriaa voidaan ka¨ytta¨a¨ kiteytymisen seuraa-
misessa. Kiteytymista¨ voidaan arvioida muun muassa kiteytymisentalpian ja kitey-
tymisla¨mpo¨tilan avulla. DSC-mittauksia on ka¨ytetty erityisesti ja¨a¨nno¨skiteisyyden
arvioinnissa, kun na¨ytteen amorfisuutta on lisa¨tty kylma¨jauhamalla. [18, 17, 33, 34].
Myo¨s lasittumisalueen la¨mpo¨kapasiteetin muutoksen avulla voidaan arvioida na¨yt-
teiden kiteisyytta¨ [16]. DSC-mittauksen aikana na¨ytteissa¨ tapahtuu polymorfisia
muutoksia ja muita termisia¨ tapahtumia, joten samaa na¨ytetta¨ ei voi mitata useaan
kertaan.
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4.2.3 Raman-spektroskopia
Raman-spektroskopia on valon epa¨elastiseen sirontaan perustuva spektroskopinen
menetelma¨. Na¨ytteeseen ohjataan monokromaattista sa¨hko¨magneettista sa¨teilya¨,
josta osa osuu na¨ytteen molekyyleihin ja siroaa. Sironta voi olla elastista tai epa¨elas-
tista: edellisessa¨ sironneen sa¨teilyn taajuus ei muutu, mutta ja¨lkimma¨isessa¨ taajuus
on suurempi tai pienempi kuin alkupera¨isen sa¨teilyn taajuus. Energian siirtyma¨t vas-
taavat na¨ytteen funktionaalisten ryhmien vibraatio- ja rotaatiotasoja, joten Raman-
spektrien tulkinta muistuttaa infrapunaspektrien tulkintaa, vaikka spektrit ovatkin
keskena¨a¨n erilaisia. Era¨s Raman-spektroskopian etu infrapunaspektroskopiaan ver-
rattuna liittyy na¨ytteissa¨ olevaan kosteuteen. IR-spektreissa¨ vesi na¨kyy voimakkaina
piikkeina¨, jotka voivat peitta¨a¨ alleen muita, ta¨rkea¨mpia¨ va¨ra¨htelyita¨. Veden Raman-
sironta on kuitenkin heikkoa, joten kosteus ei ha¨iritse Raman-spektrien tulkintaa.
[26, s. 432–434]
Raman-piikkien intensiteettia¨ voidaan ka¨ytta¨a¨ myo¨s kvantitatiiviseen analyysiin,
joten se soveltuu kidemuotojen tunnistamisen lisa¨ksi myo¨s kiteytymisen seuran-
taan. Na¨ytteita¨ ei tarvitse erikseen valmistella mittauksia varten, mika¨ va¨henta¨a¨
na¨ytteiden vahingoittumisen todenna¨ko¨isyytta¨. [32] Raman-spektroskopia on dif-
ferentiaalista pyyhka¨isykalorimetriaa ja PXRD:ta¨ herkempi menetelma¨: sen avul-
la voidaan havaita jopa 1 % kiteisyys- tai amorfisuusaste [32] ja matalan taajuu-
den Raman-spektroskopialla on tunnistettu viela¨ varhaisempia kiteytymisen vaihei-
ta [35]. Raman-sironnan todenna¨ko¨isyys on kuitenkin pieni (yleensa¨ <10−6) [26, s.
432–434], joten Raman-signaali on usein heikko, minka¨ lisa¨ksi se voi peittya¨ na¨ytteen
fluoresenssin alle [36]. Sironnan pienen todenna¨ko¨isyyden vuoksi Raman-spektria¨
mitattaessa ka¨yteta¨a¨n tehokkaita lasereita, jolloin laser voi kuumentaa na¨ytetta¨ ja
na¨yte voi kiteytya¨ tai muuten vahingoittua. [32]
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5. FLUORESENSSI
Valokemia on kemian osa-alue, jossa tutkitaan sa¨hko¨magneettisen sa¨teilyn aiheutta-
mia kemiallisia ja fysikaalisia muutoksia. Valokemialliset ja valofysikaaliset proses-
sit perustuvat sa¨hko¨magneettisen sa¨teilyn absorptioon, jossa fotonin energia siirtyy
molekyyliin ja molekyyli virittyy. Valoa absorboivien molekyylien rakenteessa on
ainakin yksi kromoforiksi kutsuttu ryhma¨, joka absorboi valoa. [37, s. 32] Fotonin
energia E (J) on ma¨a¨ritelty seuraavasti:




jossa h on Planckin vakio (6, 626 × 10−34 J s), ν fotonin taajuus (s−1), c valon no-
peus tyhjio¨ssa¨ (2, 998× 108 m s−1) ja λ fotonin aallonpituus (m). Molekyylin virit-
tyessa¨ ainakin yksi sen elektroneista siirtyy alemmalta energiatilalta korkeammalle
energiatilalle. Virittyminen voi tapahtua, jos molekyyliin to¨rma¨a¨va¨n fotonin ener-
gia on yhta¨ suuri kuin kahden energiatilan va¨linen erotus. [37, s. 3–5] Viritystila voi
purkautua useaa eri reittia¨ pitkin, joista era¨sta¨ kutsutaan fluoresenssiksi.
5.1 Jablonskin diagrammi
Elektronien siirtymia¨ energiatilojen va¨lilla¨ kuvataan Jablonskin diagrammin (kuva
5.1) avulla. Valon absorption seurauksena elektroni siirtyy alimmalta singlettitilalta
virittyneelle singlettitilalle. Singlettitilalla tarkoitetaan tilaa, jossa perustilan ylim-
ma¨lla¨ orbitaalilla olevan elektronin ja virittyneella¨ tilalla olevan elektronin spinit
ovat vastakkaissuuntaiset, eli tilan kokonaisspin S = 0 ja kerrannaisuus (multiplici-
ty) 2S +1 = 1. Singlettitilaa merkita¨a¨n tunnuksella S. S0 vastaa perustilalla olevaa
singlettia¨, S1 ensimma¨ista¨ virittynytta¨ singlettitilaa jne., eli alaindeksin kasvaes-
sa tilan energia kasvaa. Jokaista virittynytta¨ singlettitilaa vastaa triplettitila, joita
merkita¨a¨n vastaavasti T1, T2 jne. Triplettitilassa perustilan ylimma¨n orbitaalin elekt-
ronilla ja virittyneella¨ tilalla olevalla elektronilla on samansuuntainen spin, jolloin
kokonaisspin S = 1 ja kerrannaisuus 2S + 1 = 3. [38, s. 21–22]
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Elektronisten viritystilojen va¨liset energiaerot ovat verrattain suuria ja ne tapah-
tuvat ultraviolettisa¨teilyn ja na¨kyva¨n valon aallonpituuksilla. Elektronisen energian
lisa¨ksi molekyyleilla¨ on liike-energiaa, joka jaetaan vibraatio- ja rotaatioenergiatiloi-
hin. Vibraatiotilojen va¨liset siirtyma¨t tapahtuvat infrapunasa¨teilyn alueella ja rotaa-
tiotilojen va¨liset siirtyma¨t mikroaaltojen aallonpituuksilla. [26, s. 414] Elektronisten
viritystilojen va¨liset energiaerot ovat merkitta¨va¨sti suurempia kuin vibrationaalis-
ten energiatilojen va¨liset erot, ja vastaavasti vibrationaalisten energiatilojen va¨liset
erot ovat merkitta¨va¨sti suurempia kuin rotationaalisten energiatilojen va¨liset erot.





















Kuva 5.1 Jablonskin diagrammi. Singlettitilat on merkitty kirjaimella S ja triplettitilat
kirjaimella T . Kuvassa ka¨ytetty va¨rikoodi on esitetty kuvan vasemmassa laidassa. Suorat
viivat vastaavat sa¨teilevia¨ siirtymia¨ ja aaltoviivat sa¨teilema¨tto¨mia¨ siirtymia¨.
Molekyyli voi virittyessa¨a¨n siirtya¨ perustilalta eri elektronisille viritystiloille. Viritys-
tilojen purkautuminen voi tapahtua seka¨ sa¨teilevilla¨ etta¨ sa¨teilema¨tto¨milla¨ siirtymil-
la¨: sa¨teilevissa¨ siirtymissa¨ ylima¨a¨ra¨inen energia siirtyy ympa¨risto¨o¨n fotonina ja sa¨-
teilema¨tto¨missa¨ siirtymissa¨ esimerkiksi la¨mpo¨na¨. Ensimma¨ista¨ virittynytta¨ singlet-
titilaa korkeammat elektroniset viritystilat relaksoituvat S1-tilalle sa¨teilema¨tto¨milla¨
sisa¨siirtymilla¨ (internal conversion, IC). Sisa¨siirtyma¨ on siirtyma¨ kahden isoenergeet-
tisen eli kokonaisenergialtaan yhta¨ suuren vibrationaalisen tilan va¨lilla¨. Sisa¨siirty-
ma¨ssa¨ kerrannaisuus sa¨ilyy. [38, s. 41] Elektronisen viritystilan alinta vibraatiotilaa
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korkeammat vibraatiotilat purkautuvat esimerkiksi to¨rma¨yksissa¨ liuoksen molekyy-
lien kanssa la¨mpo¨na¨ ympa¨risto¨o¨n. Ta¨ma¨n vibraatiorelaksaation ja¨lkeen vain alin
vibraatioenergiatila on merkitta¨va¨sti miehittynyt. [38, s. 37] Seka¨ vibraatiorelak-
saatio etta¨ sisa¨siirtyma¨ ovat nopeita siirtymia¨: vibraatiorelaksaatioon tyypillisesti
kuluva aika on 10−13 − 10−9 s ja sisa¨siirtyma¨a¨n virittyneiden tilojen va¨lilla¨ kuluva
aika 10−14 − 10−11 s [37, s. 51].
S1-tila voi purkautua kolmea eri reittia¨, jotka voidaan esitta¨a¨ yhta¨lo¨illa¨
S1





joissa kr on sa¨teileva¨n siirtyma¨n nopeusvakio, kic sisa¨siirtyma¨n nopeusvakio ja kisc
systeemien va¨lisen siirtyma¨n nopeusvakio. Yhta¨lo¨ 5.2 kuvaa fluoresenssia. Fluo-
resenssi on sa¨teileva¨ siirtyma¨, jossa molekyyli luovuttaa ylima¨a¨ra¨isen energiansa
emittoimalla fotonin. S1-tila voi purkautua myo¨s sa¨teilema¨tto¨ma¨sti sisa¨siirtyma¨n ja
vibraatiorelaksaation kautta, mika¨ on esitetty yhta¨lo¨ssa¨ 5.3.
Yhta¨lo¨ssa¨ 5.4 viritystila purkautuu systeemien va¨lisella¨ siirtyma¨lla¨ (intersystem cros-
sing, ISC) singlettitilalta triplettitilalle. Systeemien va¨lisessa¨ siirtyma¨ssa¨ kerrannai-
suus ei sa¨ily eli siirtyma¨ on kvanttimekaanisten valintasa¨a¨nto¨jen vastainen. Ka¨yta¨n-
no¨ssa¨ ta¨ma¨ tarkoittaa, etta¨ siirtyma¨n todenna¨ko¨isyys on pieni ja siirtyma¨a¨n kuluu
enemma¨n aikaa kuin sisa¨siirtyma¨a¨n. Myo¨s T1-tila on virittynyt, ja se voi purkau-
tua S0-tilalle joko sa¨teileva¨lla¨ siirtyma¨lla¨ (yhta¨lo¨ 5.5), tai sa¨teilema¨tto¨ma¨sti uuden
systeemien va¨lisen siirtyma¨n ja vibraatiorelaksaation kautta (yhta¨lo¨ 5.6). [38, s. 41]
T1
kr−−→ S0 + hν, (5.5)
T1
kisc−−→ S0 · (5.6)
Yhta¨lo¨n 5.5 kuvaamaa sa¨teileva¨a¨ siirtyma¨a¨ T1-tilalta S0-tilalle kutsutaan fosfore-
senssiksi. Kielletyn siirtyma¨n vuoksi fosforesenssi on fluoresenssia hitaampi prosessi.
Tyypillinen fosforesenssiin kuluva aika on 10−3–102 s, kun taas fluoresenssiin kuluu
tyypillisesti 10−12–10−6 s [37, s. 52–53].
5.2 Fluoresenssin elinaika
Fluoresenssin elinajalla tarkoitetaan aikaa, jonka molekyyli keskima¨a¨rin on viritty-
neena¨. Virittyneen S1-tilan purkautumisnopeus riippuu sa¨teilevien ja sa¨teilema¨tto¨-
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mien siirtymien nopeusvakioista ensimma¨isen kertaluvun reaktiomallin mukaisesti,
mika¨ voidaan esitta¨a¨ yhta¨lo¨lla¨ [38, s. 42–44]
d[S1]
dt
= −kr[S1]− kic[S1]− kisc[S1], (5.7)
jossa t on aika (s) ja [S1] S1-tilan konsentraatio. Fluoresenssin elinaika τ (s) on
ka¨a¨nta¨en verrannollinen fluoresenssin ja sa¨teilema¨tto¨mien siirtymien nopeusvakioi-
den summaan [38, s. 42–44]:
τ =
1
kf + kic + kisc
, (5.8)






Erottamalla muuttujat ja integroimalla puolittain saadaan muotoiltua yhta¨lo¨ S1-




Ka¨yta¨nno¨ssa¨ fluoresenssin elinaika havaitaan fluoresenssin intensiteetin I (W m−2)
vaimenemisena ajan funktiona. Jos fluoresoivalla aineella on N elinaikaa, joista kun-







Elinajan amplitudi kuvaa kunkin elinajan ma¨a¨ra¨a¨ vaimenemiskuvaajassa. Amplitu-






Elinaikojen osuuksien summa on yksi. [38, s. 171–173] Osuudet voidaan esitta¨a¨
myo¨s suhteellisina osuuksina, jolloin osuudet esiteta¨a¨n prosenttilukuina. Fluoresens-
sin elinaika ma¨a¨riteta¨a¨n laskennallisesti sovittamalla yhta¨lo¨ 5.11 kokeelliseen vaime-
nemiskuvaajaan. Fluoresenssin vaimeneminen voidaan ma¨a¨ritta¨a¨ kokeellisesti esi-
merkiksi yksitta¨isfotonilaskijalla (single-photon counting, SPC).
Kun fluoresenssin aikariippuvuus on monieksponentiaalinen, elinajan kuvaamiseen
ka¨yteta¨a¨n myo¨s keskima¨a¨ra¨isen elinajan τav ka¨sitetta¨, joka voidaan ma¨a¨ritella¨ useal-
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la eri tavalla [38, s. 171–173]. Ta¨ssa¨ tyo¨ssa¨ keskima¨a¨ra¨isella¨ elinajalla tarkoitetaan
keskima¨a¨ra¨ista¨ aikaa, joka kuluu emittoitujen fotonien detektorille saapumiseen viri-
tyspulssin ja¨lkeen. Jos fluoresenssin elinaikoja on useita, fluoresenssin elinaikojen ja
amplitudien yksiselitteinen ma¨a¨ritta¨minen on vaikeaa, koska sovitettavia muuttujia
on useita. Eri elinaikojen ja amplitudien arvoilla voidaan saada hyvinkin samanlaiset
laskennalliset vaimenemiskuvaajat. [39, s. 103]
Vaikka fluoresenssin vaimenemiskuvaaja noudattaisi kaksi- tai korkeampieksponen-
tiaalista vaimenemista, silla¨ ei va¨ltta¨ma¨tta¨ ole todellisuudessa kahta tai useam-
paa erillista¨ elinaikaa. Esimerkiksi molekyylien va¨listen vuorovaikutusten, kuten ei-
fluoresoivien kompleksien muodostumisen ja energian siirtymisen molekyylien va¨lilla¨,
seurauksena vaimenemiskuvaaja voi olla ei-eksponentiaalinen. Ei-eksponentiaaliseen
vaimenemiska¨yra¨a¨n voidaan yleensa¨ tehda¨ monieksponentiaalinen elinaikasovitus,
mutta sovituksen parametreja ei voida selitta¨a¨ fysikaalisesti. [39, s. 158] Joissain
tapauksissa mitattujen elinaikojen jakauma kuvaa tutkittavaa ilmio¨ta¨ elinaikasovi-
tusta paremmin. [38, s. 185–186]
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6. INDOMETASIINI
Amorfisen muodon kiteytymista¨ ja stabilointia tutkittaessa ka¨yteta¨a¨n mallila¨a¨ke-
aineita, joita on tutkittu paljon ja joiden ominaisuudet tunnetaan verrattain hy-
vin. Indometasiini on yksi paljon ka¨ytetyista¨ mallila¨a¨keaineista. Indometasiini on






Kuva 6.1 Indometasiinin rakennekaava.
Indometasiinille on raportoitu jopa seitsema¨n erilaista kiderakennetta [40], minka¨
lisa¨ksi silla¨ on myo¨s amorfinen muoto. Amorfinen indometasiini kiteytyy sa¨ilytyk-
sen aikana tavallisesti γ-kiteiseksi, α-kiteiseksi tai na¨iden kidemuotojen seokseksi
[24, 23], joten ta¨ssa¨ tyo¨ssa¨ kidemuotojen ka¨sittely on rajattu γ- ja α-muotoihin.
Huoneenla¨mmo¨ssa¨ ja normaalipaineessa γ-indometasiini on polymorfeista termody-
naamisesti stabiilein.
6.1 Indometasiinin toiminta elimisto¨ssa¨
Ei-steroidisten tulehduskipula¨a¨kkeiden toiminta perustuu ainakin osittain era¨a¨n ku-
doshormonityypin, prostaglandiinien, synteesin esta¨miseen. [41] Elimisto¨ reagoi vau-
rioihin tulehdustilalla, jonka tehta¨va¨na¨ on erista¨a¨ vaurioitunut alue ja poistaa vau-
rion aiheuttaja elimisto¨sta¨. Tulehdus havaitaan yleensa¨ tulehtuneen alueen kipu-
na, turvotuksena, punoituksena ja la¨mpo¨na¨. Tulehdus ka¨ynnistyy solujen tuottaessa
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va¨litta¨ja¨aineita ja kudoshormoneja, jotka laajentavat verisuonia, tehostavat niiden
la¨pa¨isevyytta¨ ja herkista¨va¨t kudoksia muille va¨litta¨ja¨aineille. Laajentuneiden veri-
suonten ulkopuolelle tihkuu nestetta¨, joka sisa¨lta¨a¨ mm. kudosvaurioiden korjaami-
seen osallistuvia proteiineja seka¨ valkosoluja, jotka tuhoavat infektion aiheuttaneet
aineet. [42, s. 257–258, 372–373]
Indometasiini on tehokas prostaglandiinisynteesin inhibiittori. Indometasiinia ka¨y-
teta¨a¨n mm. reuman, kihdin ja nivelrikon hoitoon seka¨ leikkausten ja¨lkihoitoon. [41]
Prostaglandiineja on elimisto¨ssa¨ toistakymmenta¨ erilaista, ja niilla¨ on lukuisia, toisil-
leen vastakkaisiakin vaikutuksia elimisto¨n toimintaan [42, s. 372–373]. Indometasiini
esta¨a¨ muidenkin kuin tulehdusta aiheuttavien prostaglandiinien synteesia¨, joten sen
ka¨ytto¨ aiheuttaa myo¨s haittavaikutuksia. Na¨ista¨ yleisimpia¨ ovat ruuansulatuselimis-
to¨n a¨rsytys ja pa¨a¨nsa¨rky. [41]
Vaikka amorfisen indometasiinin liukoisuus veteen on selva¨sti kiteista¨ parempi [43],
la¨a¨kevalmisteissa ka¨yteta¨a¨n jauhettua γ-kiteista¨ indometasiinia. Kiteinen indome-
tasiini on ka¨yta¨nno¨ssa¨ riitta¨va¨n vesiliukoinen ja edullinen la¨a¨keaine, jotta sita¨ voi-
daan ka¨ytta¨a¨ tulehduskipula¨a¨kkeena¨. Indometasiinia ja muita mallila¨a¨keaineita tut-
kimalla saatua tietoa amorfisesta muodosta ja kiteytymisesta¨ voidaan kuitenkin
hyo¨dynta¨a¨ muiden, kalliimpien ja viela¨ huonommin veteen liukenevien lupaavien
la¨a¨keaineiden stabiloinnissa.
6.2 Indometasiinin ominaisuudet kirjallisuudessa
Erilaisen vesiliukoisuuden lisa¨ksi amorfinen, γ- ja α-kiteinen indometasiini eroavat
toisistaan myo¨s monilta muilta ominaisuuksiltaan. Yksi selkeimmista¨ eroista on in-
dometasiinin va¨ri: amorfinen indometasiini on keltaista ja la¨pikuultavaa, kun taas γ-
ja α-kiteiset muodot ovat valkoisia ja la¨pina¨kyma¨tto¨mia¨. Myo¨s eri muotojen spekt-
roskopiset ja termiset ominaisuudet eroavat toisistaan. Ominaisuuksien erot johtuvat
molekyylien erilaisesta ja¨rjestymisesta¨: γ-indometasiinissa molekyylit muodostavat
dimeereja¨, α-indometasiinin toistuva yksikko¨ on kolmen konformaatioltaan erilaisen
indometasiinimolekyylin muodostama trimeeri [44], ja amorfisessa muodossa mole-
kyyleilla¨ ei ole pitka¨n va¨limatkan ja¨rjestyneisyytta¨.
6.2.1 Kiteisen indometasiinin termiset ominaisuudet
Puhtaan, kiteisen α- ja γ-indometasiinin DSC-kuvaajassa esiintyy vain yksi endo-
terminen sulamispiikki. Taulukkoon 6.1 on koottu DSC-mittauksilla ma¨a¨ritettyja¨
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kirjallisuusarvoja α- ja γ-kiteisen indometasiinin sulamisla¨mpo¨tilalle Tm (
◦C) ja su-
lamisentalpialle ∆Hm (J g
−1).
Taulukko 6.1 Kirjallisuusarvoja γ- ja α-kiteisen indometasiinin sulamisla¨mpo¨tiloille Tm
ja sulamisentalpioille ∆Hm.
kidemuoto Tm (
◦C) ∆Hm(J g−1) la¨hde
α 156 94,1 [45]
152 97 [46]
γ 161 104,9 [45]
162 106 [46]
Taulukon 6.1 arvot on ma¨a¨ritetty eri la¨mmitysnopeuksilla [45, 46], joten sulamis-
la¨mpo¨tilat eroavat hieman toisistaan. Indometasiinin kidemuodot voidaan kuitenkin
selva¨sti erottaa toisistaan sulamispisteiden ja sulamisentalpioiden avulla.
6.2.2 Amorfisen indometasiinin termiset ominaisuudet
Amorfinen indometasiini kiteytyy DSC-mittauksen aikana lasittumisla¨mpo¨tilan yla¨-
puolella α- ja γ-indometasiinin seokseksi. Kiteytyminen havaitaan eksotermisena¨
kiteytymispiikkina¨ DSC-kuvaajassa lasittumisla¨mpo¨tilan ja sulamisen va¨lilla¨. Su-
laminen havaitaan kahtena sulamispiikkina¨, joiden la¨mpo¨tilat vastaavat α- ja γ-
indometasiinin sulamista. Taulukkoon 6.2 on koottu DSC-mittauksilla ma¨a¨ritettyja¨
kirjallisuusarvoja amorfisen indometasiinin lasittumisla¨mpo¨tilalle Tg (
◦C), lasittu-
misalueen la¨mpo¨kapasiteetin muutokselle ∆Cp (J g
−1 ◦C−1), kiteytymisla¨mpo¨tilalle
Tc (
◦C) ja kiteytymisentalpialle ∆Hc (J g−1). Taulukon arvot on koottu tuloksista,
joissa amorfinen indometasiini on valmistettu pikaja¨a¨hdytta¨ma¨lla¨ γ-kiteisesta¨ indo-
metasiinista. Arvot on ma¨a¨ritetty DSC-mittauksilla la¨mmitysnopeudella 10 ◦Cmin−1.
Taulukkoon on merkitty viivalla (-) arvot, joita ei esitetty tutkimuksessa.
Taulukko 6.2 Kirjallisuusarvoja amorfisen indometasiinin lasittumisla¨mpo¨tilalle
Tg, lasittumisalueen la¨mpo¨kapasiteetin muutokselle ∆Cp, kiteytymisla¨mpo¨tilalle Tc ja
kiteytymisentalpialle ∆Hc.
Tg (
◦C) ∆Cp (J g−1 ◦C−1) Tc (◦C) ∆Hc (J g−1) la¨hde
43,0 ± 0,4 - 122,7 ± 1,1 -87,7 ± 6,3 [19]
45,9 ± 1,0 0,32 ± 0,02 104,1 ± 2,1 (peak) - [16]
41,25 ± 1,16 0,50 ± 0,03 96,93 ± 1,02 (onset) - [15]
Veden on havaittu madaltavan indometasiinin lasittumisla¨mpo¨tilaa: jo 1 m-% vesipi-
toisuus madaltaa Tg:ta¨ noin 10
◦C [23]. Erot Tg-arvoissa johtuvat siten todenna¨ko¨isesti
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na¨ytteiden sisa¨lta¨ma¨sta¨ kosteudesta. Lasittumisla¨mpo¨tila ei riipu na¨ytteen kitei-
syydesta¨ tai valmistustavasta, mutta lasittumisalueen la¨mpo¨kapasiteetin muutok-
sen suuruus viittaa na¨ytteen kiteisyysasteeseen. Amorfisilla na¨ytteilla¨ ∆Cp ≈ 0, 3
J g−1 ◦C−1 tai enemma¨n, mutta osittain kiteisilla¨ na¨ytteilla¨ la¨mpo¨kapasiteetin muu-
tos on pienempi. [16, 19]
Taulukkoon 6.3 on koottu vertailun vuoksi kylma¨jauhamalla valmistetuille amorfi-
sille na¨ytteille ma¨a¨ritettyja¨ Tc- ja ∆Hc-arvoja. Ensimma¨inen na¨yte on valmistettu
kylma¨jauhamalla γ-kiteista¨ indometasiinia 7 h ajan. Kaksi ja¨lkimma¨ista¨ na¨ytetta¨ on
valmistettu pikaja¨a¨hdytta¨ma¨lla¨ γ-indometasiinia ja kylma¨jauhamalla saatua amor-
fista ainetta viela¨ tunnin ajan. Myo¨s na¨issa¨ mittauksissa la¨mmitysnopeutena on
ollut 10 ◦C min−1.
Taulukko 6.3 Kirjallisuusarvoja kylma¨jauhamalla (kj.) valmistetun amorfisen indome-
tasiinin kiteytymisla¨mpo¨tilalle Tc ja kiteytymisentalpialle ∆Hc.
valmistustapa Tc (
◦C) ∆Hc (J g−1) la¨hde
7 h kj. γ 88,7 ± 10,93 (onset) -65,1 ± 5,93 [17]
pikaja¨a¨hdytetty γ:
1 h kj. 84,8 ± 0,1 (onset) -72,4 ± 0,3 [18]
1 h kj. 106,6 ± 0,7 -71,6 ± 0,6 [19]
Eri menetelmilla¨ valmistetut amorfiset muodot eroavat toisistaan, joten eri tavalla
valmistettujen amorfisten muotojen tuloksia ei voi suoraan verrata keskena¨a¨n ja ne
voivat myo¨s kiteytya¨ eri tavalla [15, 16]. Taulukoiden 6.2 ja 6.3 perusteella amorfisen
indometasiinin termisten ominaisuuksien va¨lilla¨ on melko paljon hajontaa. Tulosten
va¨liset erot johtuvat luultavasti amorfisen muodon luonteesta, eli na¨ytteet eiva¨t
samankaltaisestakaan valmistusmenetelma¨sta¨ huolimatta ole samanlaisia.
6.2.3 Indometasiinin fluoresenssi
Fluoresenssispektroskopiaa ka¨yteta¨a¨n yleisesti orgaanisten molekyylien tutkimiseen
liuoksessa. Indometasiininkin fluoresenssiominaisuuksia on tutkittu pa¨a¨asiassa liuok-
sessa, jolloin on havaittu indometasiinin fluoresenssin olevan herkka¨ liuottimen pooli-
suudelle. Kun indometasiinimolekyyli on virittynyt singlettitilalle, tapahtuu varauk-
sensiirtoreaktio, jossa negatiivinen varaus siirtyy indolirenkaasta bentsyyliryhma¨lle.
Pooliset liuottimet stabiloivat varautunutta tilaa, jolloin viritystilan energia on la¨-
hempa¨na¨ perustilan energiaa. Kun viritystilan ja perustilan va¨linen energiaero on
pieni, sa¨teilema¨tto¨mien siirtymien nopeus kasvaa, minka¨ seurauksena fluoresenssin
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intensiteetti on heikompi ja emission aallonpituus suurempi kuin energiaeron ollessa
suuri. Vastaavasti poolittomissa liuottimissa fluoresenssin intensiteetti on suurempi
ja aallonpituus pienempi kuin poolisissa liuottimissa. [47, 48]
Fluoresenssimittauksia voidaan kuitenkin ka¨ytta¨a¨ myo¨s kiinteiden aineiden tutkimi-
sessa. Fluoresenssispektroskopisissa mittauksissa na¨yte ei tuhoudu kuten esimerkiksi
DSC-mittauksissa, minka¨ lisa¨ksi mittaukset ovat nopeita ja yksinkertaisia tehda¨.
Kiintea¨n indometasiinin eri muotojen fluoresenssin maksimiaallonpituudet ja fluo-
resenssin intensiteetit eroavat toisistaan. Taulukossa 6.4 on esitetty seka¨ amorfi-
sen indometasiinin etta¨ γ- ja α-indometasiinin fluoresenssin maksimiaallonpituudet.
Fluoresenssin intensiteetti on suurin γ-indometasiinilla ja pienin amorfisella indo-
metasiinilla. α-indometasiinin fluoresenssin intensiteetti on jonkin verran amorfisen
indometasiinin fluoresenssin intensiteettia¨ suurempi. [6]






Indometasiinin fluoresenssin elinajalle ei ollut saatavilla yksiselitteisia¨ arvoja kir-
jallisuudessa. Veden ja etanolin seoksessa indometasiinin fluoresenssin on raportoitu
vaimenevan kaksieksponentiaalisesti. Lyhyemma¨n komponentin elinaika oli ka¨ytetyn
mittalaitteiston havaintorajan (1,2 ns) alapuolella. Pidemma¨n komponentin elinaika
riippui veden ja etanolin osuuksista liuoksessa eli liuoksen viskositeetista. Kun vis-
kositeetti oli pieni, elinaika oli n. 10 ns ja viskositeetin ollessa suurimmillaan myo¨s
elinaika saavutti maksimiarvonsa 27,8 ns. [49] Kiteiselle indometasiinille on arvioitu
aikaerotteisen Raman-spektrin taustasta fluoresenssin elinajaksi 2,1 ns ja amorfiselle
indometasiinille 2,3 ns [36].
6.2.4 Indometasiinin kiteytyminen
Amorfisen indometasiinin kiteytymista¨ kuvataan yleensa¨ JMAEK-yhta¨lo¨lla¨ (yhta¨lo¨
4.15) [3, 6, 18, 23, 24, 35]. JMAEK-yhta¨lo¨n vakiot riippuvat na¨ytteiden valmistus-
tavasta, hienojakoisuudesta ja sa¨ilytysolosuhteista. Joissain tapauksissa [3, 30] kas-
vuolosuhteita ja kasvun ulottuvuuksia kuvaava vakio n = 0, eli kiteytyminen on
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noudattanut ensimma¨isen kertaluvun reaktiokinetiikkaa, jolloin kiteytymisnopeus
on kiteytymisen alussa nopea ja hidastuu kiteytymisen edetessa¨. Tilanteissa, kun
n < 2, n:n arvon ei kuitenkaan ole tulkittu kuvaavan kiteytymismekanismia [3, 18]
Yleensa¨ kiteytymisen alussa esiintyy kuitenkin induktioaika, jolloin kiteytymisno-
peus kasvaa reaktion alussa [6, 35, 18, 24, 23]. Vakio n on ta¨llo¨in yleensa¨ 2–3 [6, 35],
jonka perusteella kasvutapahtuma on kaksiulotteinen mutta ydintymisnopeus riip-
puu mm. hiukkaskoosta [6].
Amorfinen indometasiini kiteytyy sa¨ilytyksen aikana sa¨ilytysolosuhteista riippuen
joko stabiiliin γ-muotoon tai metastabiiliin α-muotoon. Indometasiinin kidemuodot
voidaan erottaa ulkona¨o¨n perusteella toisistaan: α-indometasiini kiteytyy ohuina
neulasina ja γ-indometasiini kiteytyy tiivisrakenteisina kiekkoina [50, 51]. Muoto,
johon amorfinen indometasiini kiteytyy, riippuu sa¨ilytystilan la¨mpo¨tilasta ja suh-
teellisesta kosteudesta. Yleista¨en voidaan sanoa, etta¨ matalassa la¨mpo¨tilassa ja pie-
nessa¨ suhteellisessa ilmankosteudessa indometasiini kiteytyy γ-muotoon ja korkeassa
la¨mpo¨tilassa seka¨ korkeassa suhteellisessa ilmankosteudessa indometasiini kiteytyy
α-muotoon. Myo¨s kiteytymisnopeus kasvaa la¨mpo¨tilan ja suhteellisen ilmankosteu-
den kasvaessa [23, 24]. Indometasiini kiteytyy eri tavoin lasittumisla¨mpo¨tilan ala- ja
yla¨puolella. 0 % RH:ssa indometasiini kiteytyy lasittumisla¨mpo¨tilan alapuolella to-
denna¨ko¨isemmin γ- kuin α-kidemuotoon, la¨hella¨ lasittumisla¨mpo¨tilaa indometasiini
kiteytyy molempiin kidemuotoihin ja korkeissa la¨mpo¨tiloissa (yli 60 ◦C) indometa-
siini kiteytyy todenna¨ko¨isemmin α- kuin γ-muotoon. [24] Suhteellisella ilmankos-
teudella ei ole vastaavaa raja-arvoa sa¨ilytyksen aikana kiteytyva¨lle muodolle. Esi-
merkiksi 30 ◦C la¨mpo¨tilassa indometasiinin on raportoitu kiteytyva¨n α-muotoon
yli 43 % RH:ssa [23] tai vasta 100 % RH:ssa [30], mutta indometasiinin on myo¨s
raportoitu kiteytyva¨n viela¨ 100 % RH:ssa Tg:n yla¨puolella 45
◦C la¨mpo¨tilassa γ-
kidemuotoon [6].
Orgaanisten molekyylien kiteytymisen mekanismeja ei toistaiseksi tunneta yksityis-
kohtaisesti. Joissain olosuhteissa kiteiden on esimerkiksi huomattu kasvavan huomat-
tavasti nopeammin kuin perinteiset kineettiset mallit ennustavat. Nopeaa kiteyty-
mista¨ voi tapahtua seka¨ amorfisen aineen pinnalla [51, 50] etta¨ na¨ytteen sisa¨lla¨ [52].
Kiteiden kasvu on usein nopeampaa amorfisen aineen pinnalla kuin na¨ytteen sisa¨lla¨,
mika¨ voi johtaa kiteiden kasvuun myo¨s na¨ytteen pinnasta ylo¨spa¨in [51, 50]. Kitei-
den kasvu ylo¨spa¨in pysa¨htyy lasittumisla¨mpo¨tilan yla¨puolella neulamaisina kiteina¨
kasvavilla kidemuodoilla kuten α-indometasiinilla, mutta γ-indometasiinikiteiden on
huomattu kasvavan pinnan yla¨puolella myo¨s lasittumisla¨mpo¨tilan yla¨puolella [51].
Kiteytymismekanismien ymma¨rta¨minen on keskeista¨ kehitetta¨essa¨ menetelmia¨, joil-
la kiteytyminen voidaan esta¨a¨ tai sita¨ voidaan ainakin hidastaa.
29
7. TUTKIMUSMENETELMA¨T
Indometasiinin eksitaatio- ja fluoresenssispektrit ma¨a¨ritettiin spektrofluorometrilla¨
ja fluoresenssin elinajat ma¨a¨ritettiin elinaikaerotteisella fluoresenssimikroskoopil-
la. Elinaikaerotteista fluoresenssimikroskooppia ka¨ytettiin kiteytymisen seurantaan
kolmessa seurantatutkimuksessa. Seka¨ puhtaiden kiteisten etta¨ seurantana¨ytteiden
kunto tarkistettiin differentiaalisella pyyhka¨isykalorimetrialla.
7.1 Materiaalit
Tutkimuksessa ka¨ytetty kaupallinen indometasiini (valmistaja Orion Finland) oli
γ-kiteista¨. Kaupallista indometasiinia ka¨ytettiin sellaisenaan ma¨a¨ritetta¨essa¨ γ-indo-
metasiinin ominaisuuksia. Amorfinen ja α-kiteinen indometasiini valmistettiin γ-
indometasiinista.
7.1.1 Amorfisen indometasiinin valmistus
Amorfinen indometasiini valmistettiin sulattamalla γ-indometasiinia la¨mpo¨levylla¨
175 ◦C la¨mpo¨tilassa joko alumiinisella punnitusalustalla tai suoraan mikroskooppi-
lasilla. Sulate ja¨a¨hdytettiin nopeasti siirta¨ma¨lla¨ na¨yte sulatusastiassa viilea¨lle tis-
kipo¨yda¨lle, josta na¨ytteet siirrettiin muutaman minuutin kuluttua NaOH-eksikaat-
toriin (0 % RH) va¨hinta¨a¨n tunniksi ennen mittauksia. Yksitta¨isen mikroskooppi-
lasille valmistetun amorfisen indometasiinina¨ytteen massa oli noin 10 mg. Kuvassa
7.1 on esitetty γ-kiteinen indometasiini mikroskooppilasilla ennen sulatusta (a) ja
mikroskooppilasille valmistettu amorfinen na¨yte (b).
Kuvasta 7.1 na¨hda¨a¨n, etta¨ γ-indometasiini on valkoista ja la¨pina¨kyma¨to¨nta¨ ja amor-
finen indometasiini keltaista ja la¨pikuultavaa. Myo¨s α-indometasiini oli valkoista ja
la¨pina¨kyma¨to¨nta¨ kuten γ-indometasiini.
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Kuva 7.1 γ-kiteista¨ indometasiinia (a) ja tuore amorfinen indometasiinina¨yte (b) mik-
roskooppilasilla.
7.1.2 α-indometasiinin valmistus
α-indometasiini valmistettiin uudelleenkiteytta¨ma¨lla¨ etanolista [53]. γ-indometasiini
liuotettiin pystyja¨a¨hdytyksen alla pieneen ma¨a¨ra¨a¨n etanolia ja kylla¨inen, noin 80-
asteinen etanoliliuos kaadettiin keitinlasiin, jossa oli huoneenla¨mpo¨ista¨ tislattua vetta¨.
Kiteytynyt indometasiini erotettiin liuottimesta heti sekoittamisen ja¨lkeen imusuo-
dattamalla. Indometasiinin etanoliliuos oli va¨rilta¨a¨n keltaista, mutta kiteet olivat
valkoisia. Kiteiden annettiin kuivua NaOH-eksikaattorissa yli vuorokauden ajan en-
nen jatkoka¨sittelya¨. DSC-kuvaajan perusteella uudelleenkiteytetty indometasiini oli
α-kiteista¨.
7.2 Spektroskopiset menetelma¨t
Kiinteille indometasiinina¨ytteille ma¨a¨ritettiin fluoresenssi- ja eksitaatiospektrit. Fluo-
resenssispektria¨ mitatessa na¨ytetta¨ viriteta¨a¨n jatkuvasti viritysaallonpituudella, ja
samalla mitataan na¨ytteen fluoresenssin intensiteetti aallonpituuden funktiona. Ek-
sitaatiospektria¨ mitatessa seurataan puolestaan aallonpituuksia, joiden absorption
seurauksena havaitaan fluoresenssi monitorointiaallonpituudella. Eksitaatiospektri
vastaa na¨ytteen absorptiospektria¨, jos na¨yte sisa¨lta¨a¨ vain yhta¨ fluoresoivaa muotoa.
Sen sijaan, jos na¨yte muodostaa perustilassa useita muotoja kuten aggregaatteja tai
komplekseja, eksitaatiospektri ei vastaa absorptiospektria¨. [38, s. 52–53]
Fluoresenssi- ja eksitaatiospektrit mitattiin Fluorolog Yobin Yvon-SPEX -spektro-
fluorometrilla. Spektrofluorometrin rakenne on esitetty kuvassa 7.2.
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Kuva 7.2 Spektrofluorometrin rakenne. Kuvaan on merkitty 20◦ mittauskulma (FF)
punaisella ja 90◦ mittauskulma (RA) sinisella¨ Muut lyhenteet on selitetty kuvassa. Kuva
on muokattu la¨hteesta¨ [54].
Spektrofluorometrin valola¨hteen, joka on merkitty kuvaan 7.2 kirjaimella L, ja na¨yt-
teen N va¨lissa¨ on monokromaattori M1, jolla sa¨a¨deta¨a¨n viritta¨va¨n valon aallonpi-
tuutta. Viritysraon S1 leveyden avulla sa¨a¨deta¨a¨n aallonpituuden tarkkuutta eli aal-
lonpituusaluetta, jolla jokainen mittapiste mitataan. [38, s. 156–158] Fluoresenssi
mitataan yleensa¨ 90◦ kulmassa (RA, right angle) viritysvaloon na¨hden, jotta na¨yt-
teesta¨ ja kyvetista¨ heijastuva valo ei ha¨iritsisi mittauksia. Kiinteiden na¨ytteiden
fluoresenssi mitataan kuitenkin na¨ytteen pinnasta, jolloin fluoresenssi mitataan 20◦
kulmassa (FF, front face) viritysvaloon na¨hden. Na¨ytteesta¨ emittoituva valo kul-
kee viela¨ emissioraon S2 ja toisen monokromaattorin M2 la¨pi detektorille D. Mo-
nokromaattorilla sa¨a¨deta¨a¨n detektorille pa¨a¨seva¨a¨ aallonpituusaluetta ja emissioraon
leveydella¨ valon mitattavan aallonpituuden tarkkuutta [38, s. 156–158].
7.3 Elinaikaerotteinen fluoresenssimikroskopia
Na¨ytteiden elinajat ma¨a¨ritettiin elinaikaerotteisella fluoresenssimikroskoopilla (fluo-
rescence lifetime microscope, FLM). FLM on yksitta¨isfotonilaskentaan perustuva
kuvantava laitteisto, joka mittaa fluoresenssin intensiteettia¨ ja vaimenemista paikan
funktiona.
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7.3.1 Yksitta¨isfotonilaskenta
Aikaerotteinen yksitta¨isfotonilaskenta (time-correlated single photon counting, TCSPC)
on menetelma¨, jolla mitataan fluoresenssin vaimenemista. TCSPC mittaa aikaa, joka
kuluu virityspulssista yksitta¨isen emittoituneen fotonin pa¨a¨tymiseen detektorille. Jo-
kainen emittoitunut fotoni merkita¨a¨n histogrammiin, jossa x-akselilla on virittymi-
sesta¨ emissioon kuluva aika ja y-akselilla fotonien lukuma¨a¨ra¨. Viritys-emissio-syklia¨
toistetaan, kunnes histogrammi kuvaa fluoresenssin vaimenemista. Tutkimukses-
sa ka¨ytetyn laitteiston datankera¨ys perustuu aikamerkittyyn aikaerotteiseen (time-
tagged time-resolved, TTTR) mittausmenetelma¨a¨n, joka on yksitta¨isfotonilaskennan
erikoistapaus. TTTR-menetelma¨ssa¨ mitataan TCSPC-histogrammin lisa¨ksi aikaa,
joka kuluu fotonien detektorille saapumiseen suhteessa mittauksen alkuhetkeen.
TTTR mahdollistaa siten TCSPC:ta¨ pidempien aikaskaalojen tutkimisen. [55, 56]
7.3.2 Laitteisto
Tutkimuksessa ka¨ytetty elinaikaerotteinen fluoresenssimikroskooppi MicroTime 200
koostuu Olympus IX71 -mikroskoopista, viritysja¨rjestelma¨sta¨, optisesta pa¨a¨yksi-
ko¨sta¨ (main optical unit, MOU) seka¨ elektroniikasta, jolla tallennetaan informaa-
tiota ja hallitaan laitteistoa. Informaationtallennus- ja laitteistonhallintaelektronii-
kan keskeisin osa on fluoresenssin elinaikaa TTTR-menetelma¨lla¨ mittaava PicoHarp
300 -moduuli. TTTR-signaalin lisa¨ksi kera¨ta¨a¨n myo¨s fluoresenssin paikan kertovia
merkkisignaaleja, joiden avulla saadaan rakennettua kaksiulotteinen FLM-kuva fluo-
resenssisignaaleista. Laajin alue, joka voidaan kuvata yhdella¨ mittauskerralla, on
80× 80 µm, ja mittapisteita¨ voi olla eninta¨a¨n 512× 512. Kuvien koko ja resoluutio
eli pikselin koko valittiin tapauskohtaisesti. Diffraktiorajan ma¨a¨ritta¨ma¨ laitteiston
erotuskyky paikan suhteen on noin 300 nm.
Olympus IX71 on ka¨a¨nteinen fluoresenssimikroskooppi, johon na¨ytteet kiinniteta¨a¨n
ja jonka optiikkaa hyo¨dynneta¨a¨n FLM-kuvien ottamisessa. Na¨ytteet kiinniteta¨a¨n
mikroskoopin na¨ytepidikkeeseen mikroskooppilasilla. Mittauksissa ka¨ytettiin kahta
objektiivia: satakertaisesti suurentavaa o¨ljyimmersio-objektiivia (numeerinen aukko
N.A. = 1,4) ja 40-kertaisesti suurentavaa ilmaobjektiivia (N.A. = 0,65). O¨ljyimmersio-
objektiivilla na¨ytteet kuvataan mikroskooppilasin la¨pi lasia vasten olevalta pinnalta
ja ilmaobjektiivilla suoraan na¨ytteen ulkopinnalta. Na¨yte tarkennetaan mikroskoop-
piin pystysuunnassa ka¨sin tarkennuspyo¨ra¨lla¨, jonka hienosa¨a¨to¨asteikon yksi osava¨li
vastaa noin yhta¨ mikrometria¨. Tarkennuksen onnistumista voidaan arvioida mik-
roskoopin okulaarin kautta seka¨ tarkennuksen analysointiosan videomonitoroinnin
avulla. Objektiivi siirrettiin kuvattavalle alueelle (x, y)-tasossa sa¨a¨to¨ruuvien avulla.
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Viritysja¨rjestelma¨a¨n kuuluvat laserien virta- ja sa¨a¨to¨yksikko¨ PDL 800-B ja yksik-
ko¨, jonne laseridiodit on kytketty (fiber coupling unit, FCU). Virta- ja sa¨a¨to¨yksiko¨n
kautta sa¨a¨deta¨a¨n laserin taajuutta ja intensiteettia¨. Virtayksiko¨n oskillaattorin pe-
rustaajuus on 40 MHz, jota voidaan jakaa pienemma¨ksi toistotaajuutta muuttamal-
la. FCU:sta viritysvalo ohjataan kuitua pitkin optiseen pa¨a¨yksikko¨o¨n (main optical
unit, MOU), joka on esitetty kuvassa 7.3.
Kuva 7.3 Elinaikaerotteisen fluoresenssimikroskoopin pa¨a¨yksiko¨n (MOU) rakenne. Ku-
vaan on merkitty valodiodiyksikko¨ PD, sa¨teenjakajat MPA 3 ja MPA 1 seka¨ yksitta¨isfoto-
nivyo¨rydiodit SPAD 1 ja SPAD 2. Kuva on muokattu la¨hteesta¨ [55].
Pa¨a¨yksiko¨ssa¨ on nelja¨ osaa: viritysosa, konfokaaliyksikko¨, tarkennuksen analysointio-
sa ja detektorit. Valo ohjataan ensin sa¨teenjakajalle, josta 10–20 % sa¨teen intensitee-
tista¨ heijastuu viritysvalon intensiteettia¨ (a.u., mielivaltainen yksikko¨) mittaavaan
valodiodiyksikko¨o¨n (photodiode, PD). Loput valosta jatkaa puolila¨pa¨iseva¨lle peilil-
le, joka ohjaa viritysvalon mikroskoopin sivuportin ja objektiivin la¨pi na¨ytteeseen.
Na¨ytteen emittoima valo seka¨ na¨ytteesta¨ siroava valo ohjataan mikroskoopin optii-
kan la¨pi takaisin pa¨a¨yksikko¨o¨n, jossa puolila¨pa¨iseva¨ peili erottaa sironneen valon ja
emittoidun valon toisistaan. Sironnut valo ohjataan tarkennuksen analysointiosaan
ja emittoitunut valo ohjataan konfokaaliyksiko¨sta¨ kahden sa¨teenjakajan (MPA 3
ja MPA 1) kautta detektoreille. Detektoreina ka¨yteta¨a¨n yksitta¨isfotonivyo¨rydiodeja
(single photon avalanche diode, SPAD), joiden mittausalue on 400–900 nm.
Na¨ytteesta¨ sironnutta viritysvaloa voidaan ka¨ytta¨a¨ mikroskoopin tarkennuksen ana-
lysointiin. Optisen pa¨a¨yksiko¨n sa¨teenjakaja ohjaa valon tarkennuksen analysointio-
saan, jossa valo ohjataan peilien kautta CCD-kameralle. Objektiiville saapuvaa va-
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loa monitoroidaan jatkuvasti emissiosta riippumatta. Kohdentaminen on onnistu-
nut, kun sopivalla intensiteetin arvolla intensiteettijakauman hienorakenne erottuu
selva¨sti monitorointikuvassa ja on muodoltaan symmetrinen. Kohdentamista arvioi-
daan myo¨s fluoresenssin time trace -signaalin eli jatkuvasti mitatun fluoresenssin in-
tensiteetin avulla. Huonon kohdennuksen seurauksena fluoresenssin intensiteetti on
heikko, ja vastaavasti onnistuneen kohdennuksen seurauksena havaitun fluoresenssin
intensiteetti on suurempi.
Mittauksissa viritysvalona ka¨ytettiin pulssitettua PicoQuant LDH-P-C-405 -diodi-
laseria, jonka aallonpituus on 405 nm ja aikaresoluutio 60 ps. Mittauksissa ka¨ytetty
toistotaajuus oli 10 MHz. Na¨ytteeseen pa¨a¨stetty valodiodin mittaama intensiteet-
ti oli 30 a.u., ja mittauksissa ka¨ytetty suodatin pa¨a¨sti detektorille aallonpituudet
430 nanometrista¨ ylo¨spa¨in. Valomikroskooppikuvat otettiin valokuvaamalla na¨ytetta¨
mikroskoopin okulaarin kautta.
7.3.3 FLM-kuvien analysointi
Elinaikaerotteiset fluoresenssimikroskooppikuvat analysoitiin SymPhoTime-ohjelmal-
la. FLM-kuvissa erilaiset keskima¨a¨ra¨iset elinajat erottuvat eri va¨reilla¨ ja fluoresens-
sin intensiteetti kuvan valoisuusasteena siten, etta¨ kuvan korkein intensiteetti skaa-
lautuu kirkkaimmaksi. Kuvia tarkasteltiin myo¨s ilman intensiteettimodulaatiota, jol-
loin erot eri elinaikoja sisa¨lta¨vien alueiden va¨lilla¨ olivat selkea¨mma¨t.
Fluoresenssin elinajat laskettiin SymPhoTime-ohjelman sovituksella. Elinaikasovi-
tus tehtiin vaimenemiskuvaajaan vaimenemisen intensiteettimaksimista 60 nanose-











jossa N on pisteiden lukuma¨a¨ra¨, p sovitettujen parametrien lukuma¨a¨ra¨sta¨ riippu-
va vakio, R(ti) on havaittu fluoresenssi ja Rc(ti) laskennallinen fluoresenssi ajan t
funktiona [38, s. 181–182].
Kuvan alue, jolta elinaika laskettiin, valittiin tapauskohtaisesti. Alueet valittiin kui-
tenkin siten, etta¨ elinaikasovitus tehtiin tasalaatuiselle alueelle ja sovituksen virhe
pyrittiin pita¨ma¨a¨n pienena¨ (yleensa¨ χ2 ≤ 1, 6). Ohjelmalla tarkasteltiin lisa¨ksi elin-
aikajakaumia seka¨ joissain tapauksissa na¨ytteiden intensiteettiprofiileja.
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7.4 Differentiaalinen pyyhka¨isykalorimetria
Differentiaalinen pyyhka¨isykalorimetria eli DSC on terminen analyysimenetelma¨,
jolla mitataan na¨ytteessa¨ tapahtuvia entalpiamuutoksia la¨mpo¨tilan tai ajan funktio-
na. La¨mpo¨vuo-DSCmittaa na¨ytteeseen ja vertailuna¨ytteeseen ohjattujen la¨mpo¨ma¨a¨-
rien eroa la¨mpo¨tilan funktiona, kun la¨mpo¨tilaa kontrolloidaan la¨mpo¨tilaohjelmalla.
Na¨ytteen ominaisuuksien muuttuessa na¨yte sitoo tai luovuttaa energiaa. Na¨yte- ja
vertailuna¨ytekuppien la¨mpo¨tilat halutaan kuitenkin pita¨a¨ samoina, joten na¨yttei-
siin ohjataan eri la¨mpo¨vuo. [12, s. 74–75] DSC-kuvaajassa esiteta¨a¨n la¨mpo¨virtausten
ero dq/dt eli teho P (W) la¨mpo¨tilan funktiona. DSC-kuvaajasta voidaan ma¨a¨ritta¨a¨
na¨ytteen entalpian muutos dH (J) integroimalla la¨mpo¨virtaus ajan t suhteen.
DSC-laitteisto koostuu DSC-moduulista, kaasuvirtausyksiko¨sta¨, ja¨a¨hdytysyksiko¨s-
ta¨ ja ohjausyksiko¨sta¨. Na¨ytteet sijoitetaan DSC-moduulin na¨ytetarjottimelle, josta
laite poimii automaattisesti na¨ytteen kerrallaan DSC-moduulin uuniin mitattavak-
si. Kaasuvirtausyksikko¨ sa¨a¨telee DSC-moduuliin ohjattavien kaasujen, kuivaus- ja
huuhtelukaasun, virtausnopeuksia. Kuivauskaasun avulla poistetaan kosteutta lait-
teistosta, jotta se ei vahingoittaisi laitteiston sa¨hko¨lla¨ toimivia osia. Lisa¨ksi kuivaus-
kaasu nopeuttaa laitteiston ja¨a¨hdytta¨mista¨. Huuhtelukaasulla luodaan uuniin inertti
ympa¨risto¨ ja poistetaan uunista na¨ytteista¨ la¨mmityksen aikana vapautuvat aineet.
Uuniin ohjattavana kaasuna voidaan ka¨ytta¨a¨ myo¨s reaktioon osallistuvaa kaasua ku-
ten happea, jolloin puhutaan huuhtelukaasun sijaan reagenssikaasusta. [12, s. 91–92]
Ja¨a¨hdytysyksiko¨n tehta¨va¨ on ohjata DSC-moduulin uunin ja¨a¨hdytysta¨ [12, s. 76].
Ohjausyksiko¨n kautta hallitaan kaikkien edella¨ lueteltujen yksiko¨iden toimintaa seka¨
analysoidaan mittaustuloksia.
DSC-mittaukset suoritettiin Mettler Toledo DSC821e -laitteistolla. La¨mmitysva¨li oli
10–180 ◦C ja la¨mmitysnopeus 10 ◦C min−1. Kuivauskaasuna ka¨ytettiin 99,5 % typ-
pikaasua ja huuhtelukaasuna 99,999 % typpikaasua. Kuivauskaasun virtausnopeus
oli 60 ml min−1 ja huuhtelukaasun 50 ml min−1. Laitteiston kalibrointi tarkistettiin
indiumna¨ytteella¨ ennen mittauksia. Laitteiston ja¨a¨hdytys toteutettiin nestetypen
avulla.
Na¨ytekuppeina ka¨ytettiin 40 µl alumiinikuppeja, joiden kannet rei’itettiin. Na¨yttei-
den massat olivat 2,7–3,5 mg. Mikroskooppilasilla olleet amorfiset na¨ytteet irrotet-
tiin ja hienonnettiin varovasti spaattelilla. Na¨ytteiden kosteudelle altistumisen mi-
nimoimiseksi valmiit na¨ytteet sa¨ilytettiin NaOH-eksikaattorissa mittauksen alkuun
asti. Kiteisista¨ muodoista mitattiin kaksi ja amorfisista tai osittain amorfisista muo-
doista kolme rinnakkaista na¨ytetta¨.
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7.5 Kiteytymisen seuraaminen
Indometasiinin kiteytymista¨ seurattiin kymmenen vuorokauden ajan kaksissa eri sa¨i-
lytysolosuhteissa. Seurantana¨ytteet valmistettiin mikroskooppilasille sulattamalla ja
na¨ytteet kuvattiin 40-kertaisesti suurentavalla ilmaobjektiivilla na¨ytteiden pinnalta.
Pa¨a¨seurannassa valmistettiin kuusi rinnakkaista amorfista na¨ytetta¨, na¨ytteet A1–
B2, joita sa¨ilytettiin la¨mpo¨kaapissa 60 ◦C la¨mpo¨tilassa NaOH-eksikaattorissa (0 %
RH). Na¨ytteet A1 ja A2 kuvattiin FLM:lla¨ 3 h sa¨ilytyksen ja¨lkeen ja na¨ytteet B1
ja B2 6 h sa¨ilytyksen ja¨lkeen. Na¨ytteet C1 ja C2 siirrettiin la¨mpo¨kaappiin vas-
ta noin 10 h na¨ytteiden valmistamisen ja¨lkeen. Ta¨ta¨ ennen na¨ytteet olivat olleet
NaOH-eksikaattorissa huoneenla¨mmo¨ssa¨. Na¨ytteet C1 ja C2 kuvattiin FLM:lla¨ 12
h la¨mpo¨kaapissa sa¨ilytta¨misen ja¨lkeen. Na¨ytteiden kiteytyminen ei kuitenkaan vas-
tannut muiden na¨ytteiden kiteytymista¨ na¨ytteiden erilaisen historian takia, joten
na¨ytteisiin C1 ja C2 liittyva¨t tulokset hyla¨ttiin. Na¨ytteet A1, A2 ja B1 kuvattiin 1, 2,
3, 5, 8 ja 10 vuorokauden sa¨ilytyksen ja¨lkeen. Mittaukset toteutettiin siten, etta¨ kaik-
ki samalla kertaa mitattavat na¨ytteet otettiin mittausten ajaksi pois la¨mpo¨kaapista
ja laitettiin mittausten ja¨lkeen samaan aikaan takaisin la¨mpo¨kaappiin. Na¨ytteet pi-
dettiin la¨mpo¨kaapin ulkopuolellakin NaOH-eksikaattorissa, josta na¨ytteet otettiin
ulos vain FLM-mittauksen ajaksi.
Toisessa seurantatutkimuksessa valmistettiin kolme rinnakkaista na¨ytetta¨ (D1–D3),
jotka sa¨ilytettiin huoneenla¨mmo¨ssa¨ eksikaattorissa, jonka pohjalla oli tislattua vetta¨
(100 % RH). La¨mpo¨tila oli seurannan aikana 18, 1 ± 0, 6 ◦C. Na¨ytteista¨ kaksi ku-
vattiin FLM:lla¨ tuoreena. Na¨ita¨ tuoreen indometasiinin FLM-kuvia ka¨ytettiin myo¨s
pa¨a¨seurannan tulosten analysoinnissa. Na¨ytteet D1 ja D3 kuvattiin 2, 5, 8 ja 10 vuo-
rokauden sa¨ilytyksen ja¨lkeen. Seka¨ huoneenla¨mmo¨ssa¨ etta¨ la¨mpo¨kaapissa sa¨ilytetyis-
ta¨ na¨ytteista¨ mitattiin kymmenen vuorokauden sa¨ilytyksen ja¨lkeen DSC-kuvaajat.
Kolmas kiteytymisen seuraamisessa ka¨ytetty menetelma¨ oli etanolilla aiheutettu
kiteytyminen. Kiteytymista¨ seurattiin satakertaisesti suurentavalla o¨ljyimmersio-
objektiivilla mikroskooppilasin la¨pi. Mikroskooppilasilla olevan etanolipisaran pa¨a¨lle
laitettiin alumiinipannulla valmistetusta amorfisesta indometasiinista otettu sirpa-
le, jolloin indometasiinin kiteytyminen aiheutettiin amorfisen sirpaleen mikroskoop-
pilasia vasten olevalla puolella. FLM kohdennettiin na¨ytteeseen muodostuneeseen
osittain kiteytyneeseen alueeseen, jota kuvattiin aluksi 10 minuutin ja myo¨hemmin
20 minuutin va¨lein. Viimeinen FLM-kuva otettiin 95 minuutin kuluttua amorfisen
indometasiinikappaleen lisa¨a¨misesta¨ mikroskooppilasille.
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8. TULOKSET JA TULOSTEN KA¨SITTELY
Tutkimuksessa tarkasteltiin γ- ja α-kiteisen seka¨ amorfisen indometasiinin statio-
naarisia ja aikaerotteisia fluoresenssiominaisuuksia. Tutkimuksen tavoitteena oli sel-
vitta¨a¨, miten aikaerotteista fluoresenssia voidaan hyo¨dynta¨a¨ amorfisen indometa-
siinin kiteytymisen seuraamisessa. Indometasiinin kuvaamiseen elinaikaerotteisella
fluoresenssimikroskoopilla huomattiin liittyva¨n useita rajoitteita. Kiteytyminen voi-
tiin kuitenkin havaita FLM-tulosten avulla kaikissa seurantatutkimuksissa, ja kah-
dessa seurannassa kolmesta FLM-tuloksia voitiin tarkastella reaktiokinetiikan na¨ko¨-
kulmasta. Seurantana¨ytteiden kiteytymista¨ arvioitiin lisa¨ksi differentiaalisella pyyh-
ka¨isykalorimetrialla.
8.1 Indometasiinin fluoresenssi
Indometasiinin fluoresenssiominaisuuksia tarkasteltiin seka¨ spektrofluorometrilla¨ et-
ta¨ elinaikaerotteisella fluoresenssimikroskoopilla. Spektrofluorometrilla¨ mitattiin γ-
ja α-kiteisen seka¨ amorfisen indometasiinin stationaariset fluoresenssi- ja eksitaatio-
spektrit. Eri muotojen aikaerotteiset fluoresenssiominaisuudet eli ka¨yta¨nno¨ssa¨ fluo-
resenssin elinajat ma¨a¨ritettiin elinaikaerotteisella fluoresenssimikroskoopilla.
8.1.1 Stationaarinen fluoresenssi
Indometasiinin fluoresenssispektrit ma¨a¨ritettiin viritysaallonpituudella λex = 340 nm
ja eksitaatiospektrit mitattiin monitorointiaallonpituuksilla λmon,amorfinen = 505 nm,
λmon,α = 480 nm ja λmon,γ = 460 nm. Kiintea¨n indometasiinin normitetut eksitaatio-
ja fluoresenssispektrit on esitetty kuvassa 8.1. Eksitaatio- ja emissiomaksimien aal-
lonpituudet on koottu taulukkoon 8.1.
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Kuva 8.1 γ- ja α-kiteisen seka¨ amorfisen indometasiinin normitetut eksitaatio- ja fluore-
senssispektrit. Eksitaatiospektrit on esitetty katkoviivoin ja fluoresenssispektrit yhtena¨isin
viivoin. Eksitaatiospektrien monitorointiaallonpituudet olivat λmon,amorfinen = 505 nm,
λmon,α = 480 nm ja λmon,γ = 460 nm. Fluoresenssispektrit mitattiin viritysaallonpituu-
della λex = 340 nm.
Taulukko 8.1 γ- ja α-kiteisen seka¨ amorfisen indometasiinille ma¨a¨ritetyt eksitaatiomak-
simien aallonpituudet λex,max ja emissiomaksimien aallonpituudet λem,max.




Kuvasta 8.1 na¨hda¨a¨n, etta¨ γ- ja α-indometasiinin eksitaatiospektrit ovat keskena¨a¨n
samankaltaiset, mutta niiden fluoresenssispektrit eroavat toisistaan. α-muodon fluo-
resenssimaksimi on 30 nm γ-muotoa pidemma¨lla¨ aallonpituudella. Amorfisen indo-
metasiinin eksitaatio- ja emissiospektrit eroavat selva¨sti kiteisten muotojen vastaa-
vista spektreista¨. Fluoresenssispektrien maksimit vastaavat aiemmin saatuja tulok-
sia (taulukko 6.4).
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8.1.2 Aikaerotteinen fluoresenssi
Kuvassa 8.2 on esimerkit γ- ja α-kiteisen ja tuoreen amorfisen indometasiinin inten-
siteettimoduloiduista FLM-kuvista. Kuvat on otettu satakertaisesti suurentavalla
o¨ljyimmersio-objektiivilla mikroskooppilasin la¨pi. Kiteiset na¨ytteet olivat jauhemai-
sia eiva¨tka¨ jakautuneet mikroskooppilasille tasaisesti, mika¨ na¨hda¨a¨n intensiteetin
vaihteluna FLM-kuvissa. Amorfiset na¨ytteet valmistettiin lasilevylle sulattamalla,
jolloin na¨ytteen kontakti mikroskooppilasiin oli parempi.
Kuva 8.2 Esimerkit γ- ja α-kiteisen seka¨ amorfisen indometasiinin intensiteettimo-
duloidusta FLM-kuvista vastaavassa ja¨rjestyksessa¨. Kuvat on esitetty samalla elinaika-
asteikolla, joka on esitetty kuvassa oikealla. Kiteisten na¨ytteiden kuvien koko on 30×30
µm ja amorfisen na¨ytteen 40×40 µm. Kuvat on otettu satakertaisesti suurentavalla
o¨ljyimmersio-objektiivilla aallonpituuksilla λex = 405 nm ja λmon = 430–900 nm. Ku-
vien resoluutio on 0,1 µm.
FLM-kuvien perusteella γ-kiteisen, α-kiteisen ja amorfisen indometasiinin fluore-
senssin elinajat eroavat toisistaan riitta¨va¨sti, jotta ne voidaan erottaa toisistaan
elinaikaerotteisella fluoresenssimikroskoopilla ainakin laajoina, vain yhta¨ kidemuo-
toa sisa¨lta¨vina¨ pintoina. α-indometasiinin elinaika vaikuttaisi olevan pienin ja γ-
indometasiinin suurin. Myo¨s fluoresenssin intensiteetissa¨ oli eroja: puhtaan γ-indo-
metasiinin fluoresenssin intensiteetti oli FLM-mittauksissa selva¨sti heikompi kuin
kahden muun muodon. Esimerkiksi kuvassa 8.2 γ- ja α-kiteisten ja amorfisen indo-
metasiinin fluoresenssin maksimi-intensiteetit olivat 39, 135 ja 127 a.u. vastaavassa
ja¨rjestyksessa¨. Intensiteettierot johtuvat luultavasti γ-indometasiinina¨ytteen huo-
nosta kontaktista mikroskooppilasiin ja siita¨ johtuvasta huonosta kohdentamisesta.
Seurantatutkimuksessa na¨ytteen pinnalle kiteytyneen γ-indometasiinin fluoresens-
sin havaittiin olevan huomattavasti amorfisen indometasiinin fluoresenssia voimak-
kaampi (kuva 8.21), mika¨ vastaa myo¨s aiempia tuloksia. [6]
Kuvan 8.2 FLM-kuvia vastaavat normitetut fluoresenssin vaimenemisen kuvaajat
on esitetty kuvassa 8.3. Fluoresenssin vaimenemiskuvaajien muoto vastasi parhaiten
kaksieksponentiaalista vaimenemista. Todellisuudessa kyseessa¨ on todenna¨ko¨isesti
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Kuva 8.3 Kuvan 8.2 FLM-kuvia vastaavat γ- ja α-kiteisen seka¨ amorfisen indometasiinin
normitetut fluoresenssin vaimenemiskuvaajat. γ- ja α-indometasiinin vaimenemiskuvaajat
ma¨a¨ritettiin koko kuvan alueelta ja amorfisen indometasiinin noin 15×15 µm alueelta.
Vaimenemiskuvaajat mitattiin aallonpituuksilla λex = 405 nm ja λmon = 430–900 nm.
ei-eksponentiaalinen vaimeneminen, koska kiinteissa¨ na¨ytteissa¨ molekyylien va¨lilla¨
on aina vuorovaikutuksia. Indometasiinille ma¨a¨ritetyt elinajat τ1 ja τ2, niiden suh-
teelliset osuudet seka¨ keskima¨a¨ra¨inen elinaika τav on esitetty virherajoineen taulu-
kossa 8.2. Kiteisten na¨ytteiden elinaika ma¨a¨ritettiin kymmenesta¨ saman na¨ytteen
eri kohdista otetusta 30 × 30 µm FLM-kuvasta. Elinaikasovitus tehtiin koko ku-
van alueelta ma¨a¨ritettyyn vaimenemiskuvaajaan. Amorfisen indometasiinin elinaika
ma¨a¨ritettiin viidesta¨ erillisesta¨ na¨ytteesta¨, joista jokaisesta oli otettu kaksi FLM-
kuvaa eri kohdista. Vaimenemiskuvaaja ma¨a¨ritettiin kuvista 10 × 10 µm – 15 × 15
µm alueelta, jolloin elinaikasovituksen virhe ja¨i pieneksi.
Taulukko 8.2 γ-kiteisen, α-kiteisen ja amorfisen indometasiinin fluoresenssin elinajat
τ1 ja τ2, niiden suhteelliset osuudet seka¨ keskima¨a¨ra¨iset elinajat τav virherajoineen.
muoto τ1 (ns) osuus (%) τ2 (ns) osuus (%) τav (ns)
γ 1,66 ± 0,02 93,2 ± 0,6 6,2 ± 0,3 6,8 ± 0,6 2,64 ± 0,06
α 1,19 ± 0,01 97,2 ± 0,2 5,2 ± 0,3 2,8 ± 0,2 1,64 ± 0,04
amorfinen 1,07 ± 0,06 79 ± 2 2,7 ± 0,2 21 ± 2 1,75 ± 0,04
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Tulosten perusteella γ- ja α-kiteisella¨ seka¨ amorfisella indometasiinilla on muodol-
le tyypilliset fluoresenssin elinajat ja elinaikojen osuudet. Amorfinen muoto eroaa
selkea¨sti kummastakin kiteisesta¨ muodosta elinajan τ2 ja elinaikojen osuuksien pe-
rusteella. Kiteisilla¨ muodoilla τ2 on 5–6 ns, kun taas amorfisella indometasiinilla
τ2 < 3 ns. Amorfisella indometasiinilla lyhyemma¨n elinajan osuus on noin 80 % ja
kiteisilla¨ muodoilla vastaava osuus on yli 90 %. Lyhyemma¨t elinajat τ1 ovat la¨hella¨
toisiaan kaikilla muodoilla. Keskima¨a¨ra¨iset elinajat noudattavat FLM-kuvien (ku-
va 8.2) ja¨rjestysta¨: τav on pienin α-indometasiinilla ja suurin γ-indometasiinilla,
vaikkakin amorfisen ja α-indometasiinin keskima¨a¨ra¨iset elinajat ovat la¨hella¨ toisi-
aan. Elinajat poikkeavat toisistaan kuitenkin selva¨sti va¨hemma¨n kuin FLM-kuvien
perusteella voisi odottaa. Pidempi elinaika vaikuttaisi korostuneen amorfisen ja γ-
indometasiinin FLM-kuvissa, mutta ei α-indometasiinin FLM-kuvissa.
Kokeellisissa vaimenemiskuvaajissa on mukana jonkin verran taustaa, jonka takia
kuvan 8.3 vaimenemiskuvaajien pohjaviiva ei ole nollassa vaan vaihtelee mittausten
va¨lilla¨ ja kokeellisia kuvaajia on vaikea verrata keskena¨a¨n. Kuvassa 8.4 on esitetty
taulukon 8.2 arvoista indometasiinin eri muotojen fluoresenssille lasketut vaimene-
Kuva 8.4 γ- ja α-kiteisen seka¨ amorfisen indometasiinin laskennalliset vaimenemisku-
vaajat. Kuvaajat on laskettu elinaikojen ja niiden suhteellisten osuuksien keskiarvoista,
jotka on esitetty taulukossa 8.2.
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miskuvaajat, jotka on laskettu sijoittamalla elinajat ja niiden suhteelliset osuudet
yhta¨lo¨o¨n 5.11. Laskennallisten vaimenemiskuvaajien muodot ovat keskena¨a¨n erilai-
sia, mutta elinaikojen kokeellisen ma¨a¨ritta¨misen kannalta kuvaajat ovat la¨hella¨ toi-
siaan. Ka¨yta¨nno¨ssa¨ se tarkoittaa, etta¨ indometasiinin muodot voi olla vaikea erottaa
toisistaan tilanteissa, joissa samassa na¨ytteessa¨ on la¨sna¨ useampaa indometasiinin
muotoa.
8.2 Indometasiinin FLM-kuvaukseen liittyva¨t rajoitteet
Kiintea¨n indometasiinin kuvaamiseen elinaikaerotteisella fluoresenssimikroskoopilla
liittyi useita rajoitteita. Na¨ytteet vahingoittuivat, jos viritysvalon intensiteetti oli
suuri tai yksitta¨iset mittauspisteet olivat la¨hella¨ toisiaan. Myo¨s mikroskoopin koh-
dentaminen kuvattavaan tasoon kiinteiden na¨ytteiden epa¨tasaiselle pinnalle tuotti
vaikeuksia. Kohdentaminen oli erityisen hankalaa, kun kiinteita¨ na¨ytteita¨ kuvattiin
o¨ljyimmersio-objektiivilla mikroskooppilasin la¨pi. Na¨ytteiden ka¨sittelyyn liittyvien
ongelmien lisa¨ksi indometasiinin eri muotojen samankaltaisen fluoresenssin aikariip-
puvuuden takia kiteytymisen varhaisia vaiheita ei voitu tunnistaa FLM-kuvista.
8.2.1 Valoherkkyys
Indometasiinin huomattiin olevan herkka¨ viritta¨va¨n valon intensiteetille. Kuvissa
8.5 ja 8.6 on esitetty kaksi tapausta, joissa na¨ytetta¨ on vahingoitettu viritysvalol-
la. Kuvassa 8.5 on kaksi 129 a.u. viritysintensiteetilla¨ kuvattua intensiteettimodu-
loitua FLM-kuvaa mikroskooppilasille valmistetusta amorfisesta na¨ytteesta¨. Kuvat
on otettu satakertaisesti suurentavalla o¨ljyimmersio-objektiivilla. Kuvan 8.5(a) ko-
ko on 30 × 30 µm ja kuvan 8.5(b) 80 × 80 µm. Pienempi kuva otettiin ensin, jon-
ka ja¨lkeen kuvattiin na¨ytetta¨ liikuttamatta koko FLM:n kuvausalue. Ensimma¨inen
kuva erottuu toisessa kuvassa sinerta¨va¨na¨ suorakulmiona. Ja¨lkimma¨isen kuvan ot-
tamisen ja¨lkeen intensiteetti pienennettiin puoleen ja sama alue kuvattiin uudelleen
noin 15 minuutin kuluttua. Sinerta¨va¨ alue pysyi muuttumattomana, joten alueen
pa¨a¨teltiin vahingoittuneen viritta¨va¨sta¨ valosta. Viritysvalon intensiteetin ollessa 30
a.u. na¨ytteen ei havaittu ena¨a¨ vahingoittuvan, joten ta¨ta¨ intensiteettia¨ ka¨ytettiin
jatkossa viritysintensiteettina¨.
Kuvassa 8.5 na¨hda¨a¨n myo¨s na¨ytteen kohdistamisen aikana viritysvalon vahingoitta-
ma pieni alue 80 × 80 µm mittausalueen keskella¨. Videomonitoroinnin avulla koh-
distamista seuratessa na¨ytteeseen pa¨a¨steta¨a¨n hetkellisesti mittausintensiteettia¨ suu-
rempi intensiteetti. Vaikka mikroskooppi kohdennettiin ensin na¨ytteen viereen mik-
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Kuva 8.5 Liian suurella viritysvalon intensiteetilla¨ vahingoitettu mikroskooppilasille val-
mistettu amorfinen na¨yte. Kuva (a) (30×30 µm, resoluutio 0,1 µm) on otettu ensin.
Ta¨ma¨n ja¨lkeen na¨yte kuvattiin laajemmalta (80×80 µm, resoluutio 0,16 µm) alueelta
na¨ytetta¨ siirta¨ma¨tta¨, mika¨ on esitetty kuvassa (b). Molemmat kuvat ovat intensiteetti-
moduloituja ja esitetty samalla elinaika-asteikolla, joka on esitetty oikealla. Na¨ytteet on
kuvattu satakertaisesti suurentavalla o¨ljyimmersio-objektiivilla aallonpituuksilla λex = 405
nm ja λmon = 430–900 nm.
roskooppilasille, jonka ja¨lkeen intensiteetti pienennettiin mittauksissa ka¨ytettyyn ar-
voon ennen kuin na¨ytetta¨ altistettiin viritysvalolle ja varsinainen na¨ytteeseen koh-
distaminen tehtiin nopeasti, FLM:n mittausalueen keskella¨ oleva alue vahingoittui.
Na¨ytteen vahingoittuminen va¨ltettiin, kun mikroskooppi kohdistettiin na¨ytteeseen
okulaarin la¨pi silma¨ma¨a¨ra¨isesti arvioiden.
Kuva 8.6 Liian suurella kuvausresoluutiolla vahingoitettu amorfinen na¨yte. Kuvassa
erottuva sinerta¨va¨ alue on kuvattu 0,02 µm resoluutiolla ennen ta¨ssa¨ esitetyn FLM-kuvan
ottamista. Sama FLM-kuva on esitetty intensiteettimoduloituna (a) ja ilman intensiteet-
tia¨ (b). Elinaika-asteikko on esitetty kuvassa oikealla. Na¨ytteet on kuvattu satakertaisesti
suurentavalla o¨ljyimmersio-objektiivilla aallonpituuksilla λex = 405 nm ja λmon = 430–
900 nm. Kuvien koko on 30×40 µm ja resoluutio 0,1 µm.
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Myo¨s kuvan 8.6 tapauksessa kuva on otettu satakertaisesti suurentavalla o¨ljyimmersio-
objektiivilla, mutta ta¨lla¨ kertaa 30 a.u. viritysintensiteetilla¨. Ennen kuvan 8.6 ot-
tamista na¨ytetta¨ on kuvattu kiteytyma¨a¨n alkaneelta reunalta 10 × 10 µm alueel-
ta 0,02 µm resoluutiolla. Aiemmin kuvattu alue erottuu kuvassa 8.6 selva¨sti si-
nerta¨va¨na¨ alueena eli lyhyemma¨n elinajan alueena erityisesti ilman intensiteettimo-
dulointia esitetyssa¨ kuvassa. Fluoresenssin intensiteetissa¨ ei ole kuitenkaan selkea¨a¨
eroa. Na¨ytteiden ei havaittu vahingoittuvan yleensa¨ ka¨ytetyilla¨ 0,1 µm ja 0,2 µm
resoluutiolla.
8.2.2 Kiteytymisen alkuvaihe
Kuvassa 8.7 on esitetty esimerkki, miten kiteytymisen alkuvaihe erottui FLM-kuvissa.
Kuvassa on valomikroskooppikuva, intensiteettimoduloitu FLM-kuva ja FLM-kuva
esitettyna¨ ilman intensiteettia¨. Kuvat on otettu 40-kertaisesti suurentavalla ilmaob-
jektiivilla na¨ytteiden pinnalta. Valomikroskooppikuva on otettu laajemmalta alueel-
ta kuin FLM-kuva, jotta kiteytyminen na¨kyisi kuvassa selkea¨sti. FLM-kuva on otet-
tu valomikroskooppikuvan keskella¨ olevalta tummalta alueelta, joka on hieman koh-
dennusviivojen leikkauspisteen yla¨puolella. Intensiteettimoduloituun FLM-kuvaan
on merkitty toisistaan jonkin verran eroavat alueet A, B ja C, joille lasketut elin-
ajat on esitetty taulukossa 8.3.
Kuva 8.7 Samasta alueesta kiteytymisen alkuvaiheessa otettu valomikroskooppikuva (a),
intensiteettimoduloitu FLM-kuva (b) ja FLM-kuva ilman intensiteettia¨ (c). FLM-kuvien
elinaika-asteikko on esitetty kuvassa oikealla ja se on sama molemmissa kuvissa. FLM-
kuvien koko on 80×80 µm ja resoluutio 0,2 µm. Na¨ytteet on kuvattu 40-kertaisesti suu-
rentavalla ilmaobjektiivilla aallonpituuksilla λex = 405 nm ja λmon = 430–900 nm.
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Taulukko 8.3 Osittain pinnalta kiteytyneen na¨ytteen FLM-kuvan 8.7(b) eriva¨risten
alueiden A, B ja C elinajat τ1 ja τ2 seka¨ elinaikojen suhteelliset osuudet.
alue τ1 (ns) osuus (%) τ2 (ns) osuus (%)
A 0,89 73,3 2,44 26,7
B 1,04 78,0 2,97 22,0
C 0,95 78,8 2,69 21,2
Kuvassa 8.7(a) na¨kyva¨t soikeat vaaleat pisarat ovat mikroskooppilasin toisella puo-
lella olevaa immersioo¨ljya¨, joka on pera¨isin aiemmista mittauksista. Valomikroskoop-
pikuvasta na¨hda¨a¨n, etta¨ na¨yte on alkanut kiteytya¨ ohuena, la¨pikuultavana kerrok-
sena ja kiteytyneen alueen keskella¨ on tiiviimpi ydinalue. Fluoresenssin elinaikojen
mukaan (taulukko 8.3) koko alue on kuitenkin yha¨ amorfinen, vaikka arvoissa onkin
hieman vaihtelua kuvan sisa¨lla¨. Vaikka FLM:n kuvaama fluoresenssisignaali saadaan
osittain pinnalla olevasta kiteisesta¨ kerroksesta, kiteytynyt kerros on kuitenkin hy-
vin ohut ja valtaosa fluoresenssisignaalista na¨ytta¨isi tulevan kiteisen pinnan alla
olevasta amorfisesta indometasiinista.
8.2.3 Kohdentaminen
Pinnalta epa¨tasaisiin kiinteisiin na¨ytteisiin kohdentaminen vaikutti kuvien tarkkuu-
teen. Kuvassa 8.8 on esitetty esimerkki, miten kohdentamisen vaikutukset havait-
tiin FLM-kuvissa. Kuvat on otettu 40-kertaisesti suurentavalla ilmaobjektiivilla kol-
me vuorokautta 60 ◦C la¨mpo¨tilassa 0 % RH:ssa sa¨ilytetysta¨ amorfisesta na¨ytteesta¨.
Na¨ytteessa¨ erottui tiivis, kiteinen alue, minka¨ lisa¨ksi na¨ytteen pinta na¨ytta¨isi olevan
ohuen kiteisen kerroksen peitta¨ma¨. Na¨ytetta¨ kuvattiin nelja¨lla¨ eri kohdennuseta¨isyy-
della¨ A–D, jotka on esitetty kuvassa 8.8 pystyriveitta¨in. Ylimma¨lla¨ vaakarivilla¨ (a)
on esitetty valomikroskooppikuvat na¨ytteesta¨, keskimma¨isella¨ rivilla¨ (b) intensiteet-
timoduloidut FLM-kuvat ja alimmalla rivilla¨ (c) FLM-kuvat ilman intensiteettia¨
kullakin kohdennustasolla.
Kuvan 8.8 A-sarakkeen kuvissa mikroskooppi on kohdistettu na¨ytteessa¨ olleeseen
la¨pina¨kyma¨tto¨ma¨a¨n alueeseen na¨ytteen sisa¨lle. B-sarakkeen kuvissa kohdentaminen
on tehty siten, etta¨ seka¨ la¨pina¨kyma¨to¨n alue etta¨ oletettavasti na¨ytteen pinnalla
oleva kiteinen kuvio na¨kyiva¨t okulaarissa tera¨va¨sti. C-sarakkeen kuvat on kohdis-
tettu time trace -signaalin avulla, jaD-sarakkeen kuvat on kohdennettu eta¨isyydelle,
jossa la¨pina¨kyma¨to¨n alue ei ena¨a¨ erottunut mikroskoopin okulaarissa. Kohdennus-
eta¨isyyksia¨ arvioitiin tarkennuspyo¨ra¨n hienosa¨a¨to¨asteikon avulla: B on kohdennettu
19 µm, C 40 µm ja D 46 µm eta¨isyydelle kuvan A kohdentamistasosta.
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Kuva 8.8 Valomikroskooppikuva (a), intensiteettimoduloitu FLM-kuva (b) ja FLM-kuva
ilman intensiteettia¨ (c) nelja¨lla¨ eri kohdennuseta¨isyydella¨ A–D. FLM-kuvat on esitetty sa-
malla elinaika-asteikolla, joka on esitetty kuvassa oikealla. FLM-kuvien koko on 80×80 µm
ja resoluutio 0,2 µm. Na¨ytteet on kuvattu 40-kertaisesti suurentavalla ilmaobjektiivilla aal-
lonpituuksilla λex = 405 nm ja λmon =430–900 nm.
FLM-kuvien yla¨reunassa olevien viherta¨vien alueiden elinajat osuuksineen, τ1 =
1, 21–1,25 ns (85–89 %) ja τ2 = 3, 5–3,9 ns (11–15 %), olivat melko la¨hella¨ toi-
siaan kohdennuseta¨isyydesta¨ riippumatta. Taulukkoon 8.4 on koottu ilman inten-
siteettimodulointia esitetyissa¨ FLM-kuvissa 8.8(c) esiintyva¨lta¨ punertavalta, kitei-
seksi oletetulta alueelta lasketut elinajat τ1 ja τ2 seka¨ niiden suhteelliset osuudet.
Kummankaan alueen elinajat osuuksineen eiva¨t yksiselitteisesti vastaa amorfista tai
kumpaakaan kiteista¨ indometasiinia. Koska indometasiinin eri muotojen vaimene-
miskuvaajat ovat la¨hella¨ toisiaan, fluoresenssin aikariippuvuudesta ei voida erottaa
erikseen kiteisen ja amorfisen indometasiinin elinaikoja vaan elinajat ja niiden suh-
teelliset osuudet muuttuvat suhteessa kiteisen indometasiinin osuuteen. Viherta¨va¨n
alueen elinajat ja elinaikojen osuudet ovat punertavan alueen elinaikoja la¨hempa¨na¨
amorfisen indometasiinin elinaikoja, mika¨ viittaa alueella olevan va¨hemma¨n kiteista¨
indometasiinia. Vastaavasti taulukossa 8.4 esitetyt arvot ovat la¨hempa¨na¨ kiteisen in-
dometasiinin arvoja, joten punertavalla alueella on enemma¨n kiteista¨ indometasiinia
kuin viherta¨villa¨ alueilla.
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Taulukko 8.4 Samasta na¨ytteesta¨ eri kohdennustasoilla A–D ma¨a¨ritetyt kiteisen alueen
elinajat τ1 ja τ2 seka¨ niiden suhteelliset osuudet. Elinajat on ma¨a¨ritetty kuvien 8.8(c)
punertavilta alueilta.
kohdennus τ1 (ns) osuus (%) τ2 (ns) osuus (%)
A 1,48 89,4 5,87 10,6
B 1,41 89,8 5,29 10,2
C 1,34 87,6 4,44 12,4
D 1,35 89,4 4,54 10,6
Taulukon 8.4 mukaan kiteisemma¨n alueen elinajat eroavat toisistaan eri kohden-
nustasoilla mutta elinaikojen osuudet pysyva¨t la¨hes samoina. Kohdennustason A
elinajat vastaavat parhaiten kiteisen indometasiinin elinaikoja ja kohdennustason C
vastaavat niita¨ huonoiten. Kiteisen alueen yla¨puolella vaikuttaisi olevan viela¨ ohut
amorfinen kerros, jonka fluoresenssi vaikuttaa havaittuun fluoresenssiin. Koska na¨yte
ei ole pystysuunnassa tasalaatuinen, myo¨s na¨ytteen fluoresenssi eroaa eri kohden-
nustasojen va¨lilla¨.
Kiteisen alueen fluoresenssin intensiteetti on heikko, vaikka γ-kiteisen indometa-
siinin fluoresenssi on voimakkaampaa kuin amorfisen indometasiinin fluoresenssi.
Maksimi-intensiteetti kohdennuksella A on 34 a.u., B 65 a.u., C 41 a.u. ja D 37
a.u., eli kuvassa B on suurin fluoresenssin intensiteetti. Seka¨ FLM-kuvien tarkkara-
jaisuuden etta¨ fluoresenssin intensiteetin perusteella kohdentaminen on onnistunut
parhaiten kohdennuseta¨isyydella¨ B, mutta kiteisen indometasiinin fluoresenssi on
saatu mitattua parhaiten eta¨isyydella¨ A. La¨pina¨kyma¨to¨n ja kiteinen alue on hie-
man na¨ytteen pinnan alapuolella, joten la¨pina¨kyma¨tto¨ma¨a¨n alueeseen kohdentaessa
(eta¨isyys A) osa fluoresenssista absorboituu alueen yla¨puolella olevaan amorfiseen
aineeseen ja detektorille pa¨a¨seva¨ signaali on heikko. Ta¨ssa¨ tapauksessa time trace
-signaalin avulla (eta¨isyys C) mikroskooppi kohdennettiin liian kauas na¨ytteen pin-
nasta, jolloin fluoresenssin intensiteetti oli selva¨sti heikompi ja kuva epa¨tarkempi.
Samoin myo¨s kohdennuseta¨isyydella¨ D mikroskooppi on kohdennettu liian kauas
na¨ytteen pinnasta.
8.2.4 Kontaktiongelmat
O¨ljyimmersio-objektiivilla kuvattaessa na¨ytteiden asettaminen mikroskooppilasil-
le vaikeutti kohdentamisen onnistumista. Kiinteilla¨ na¨ytteilla¨ mikroskooppilasin ja
na¨ytteen va¨liin ja¨a¨ helposti ilmaa, jolloin FLM-kuvista tulee epa¨tarkkoja. Huonosta
kontaktista on esitetty esimerkit kuvissa 8.9 ja 8.10. Molemmissa kuvissa na¨ytteena¨
on ollut alumiinipannulla valmistetun amorfisen indometasiinilevyn kappale, joka
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on asetettu mikroskooppilasille. Indometasiinikappaleeseen oli tarttunut pienia¨ sir-
paleita, minka¨ takia pinta ei ollut tasainen ja mikroskooppia ei saatu kohdennet-
tua varsinaiseen na¨ytteeseen. Kuvassa 8.9 mikroskooppi on kohdennettu na¨ytteen
ja lasin va¨lissa¨ olevaan sirpaleeseen. Kuvassa on esitetty valomikroskooppikuva, in-
tensiteettimoduloitu FLM-kuva ja FLM-kuva ilman intensiteettia¨ samasta alueesta.
Kuvassa 8.10 on esitetty intensiteettimoduloitu FLM-kuva ja FLM-kuva ilman in-
tensiteettia¨ amorfisesta kappaleesta kohdasta, jossa ei lasin ja na¨ytteen va¨lissa¨ ha-
vaittu irtonaisia sirpaleita. Na¨ytteen kontakti lasilevyyn on kuitenkin ollut huono,
minka¨ seurauksena fokusointi na¨ytteeseen ei ole onnistunut ja havaittu fluoresenssin
intensiteetti on ollu heikko.
Kuva 8.9 Valomikroskooppikuva (a), intensiteettimoduloitu FLM-kuva (b) ja FLM-kuva
ilman intensiteettia¨ (c) na¨ytteen ja mikroskooppilasin va¨lissa¨ olevasta sirpaleesta. Kuvat
on otettu satakertaisesti suurentavalla o¨ljyimmersio-objektiivilla. FLM-kuvat on esitet-
ty samalla elinaika-asteikolla, joka on esitetty oikeassa reunassa. FLM-kuvien koko on
35×35 µm, resoluutio 0,1 µm ja mittausaallonpituudet λex = 405 nm ja λmon =430–
900 nm.
Kuva 8.10 Esimerkki na¨ytteen huonosta kontaktista mikroskooppilasiin: intensiteetti-
moduloitu FLM-kuva (a) ja FLM-kuva ilman intensiteettia¨ (b) amorfisesta kappaleesta
mikroskooppilasin pa¨a¨lla¨. FLM-kuvan koko on 30×30 µm ja resoluutio 0,1 µm. Elinaika-
asteikko on esitetty oikeassa reunassa. Na¨yte on kuvattu satakertaisesti suurentavalla
o¨ljyimmersio-objektiivilla mittausaallonpituuksilla λex = 405 nm ja λmon = 430–900 nm.
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Taulukkoon 8.5 on koottu kuvien 8.9 ja 8.10 vaimenemiskuvaajista ma¨a¨ritetyt fluo-
resenssin elinajat ja niiden suhteelliset osuudet. Kuvasta 8.9 elinajat ma¨a¨ritettiin
seka¨ sirpaleesta etta¨ kuvan reunalta. Kuvan 8.10 elinaika on ma¨a¨ritetty koko kuvan
alueelta.
Taulukko 8.5 FLM-kuvista, joissa amorfisen na¨ytteen kontakti mikroskooppilasiin on
ollut huono, ma¨a¨ritetyt fluoresenssin elinajat τ1 ja τ2 seka¨ niiden suhteelliset osuudet.
Elinajat ma¨a¨ritettiin kuvasta 8.9 kuvassa olevasta sirpaleesta seka¨ sen ympa¨rilta¨ ja kuvasta
8.10 koko kuvan alueelta.
alue τ1 (ns) osuus (%) τ2 (ns) osuus (%)
Kuva 8.9:
sirpale 1,02 75,7 2,61 24,3
reuna 0,92 64,8 2,30 35,2
Kuva 8.10 1,02 74,3 2,58 25,7
Taulukon 8.5 elinajat ja elinaikojen suhteelliset osuudet vastaavat amorfiselle indo-
metasiinille ma¨a¨ritettyja¨ arvoja, joskin sirpaleen reunalta ma¨a¨ritetyt arvot poikkea-
vat selva¨sti kahdesta muusta alueesta. Vaikka kuvista voidaan laskennallisesti tun-
nistaa na¨yte amorfiseksi, kuvat itsessa¨a¨n eiva¨t ole kovin informatiivisia eika¨ niista¨
luultavasti voisi erottaa pienia¨ alueita, joissa on erilaiset fluoresenssin elinajat.
Kiinteiden na¨ytteiden kuvaaminen onnistui paremmin ilmaobjektiivilla, jolla na¨ytet-
ta¨ kuvattiin suoraan na¨ytteen pinnalta. Ilmaobjektiivia ka¨ytetta¨essa¨ na¨yte kiinnite-
ta¨a¨n mikroskoopin na¨ytepidikkeeseen ylo¨salaisin, joten na¨yte ta¨ytyy kiinnitta¨a¨ mik-
roskooppilasiin. Na¨ytteiden ylo¨salaisin kiinnitta¨minen voi tuottaa vaikeuksia jauhe-
maisten na¨ytteiden mittaamisessa. Amorfisten ja osittain kiteytyneiden na¨ytteiden
kuvaaminen ilmaobjektiivilla onnistui kuitenkin hyvin. Kun amorfinen na¨yte val-
mistettiin sulattamalla indometasiinia mikroskooppilasille, na¨yte kiinnittyi tiiviisti
mikroskooppilasiin ja na¨ytetta¨ voitiin kuvata seka¨ o¨ljyimmersio-objektiivilla etta¨ il-
maobjektiivilla. Kiteytymista¨ ei kuitenkaan havaittu na¨ytteiden mikroskooppilasia
vasten olevalla pinnalla, jota o¨ljyimmersio-objektiivilla kuvataan, joten seurantatut-
kimuksessa na¨ytteet kuvattiin ilmaobjektiivilla.
8.3 Kiteytymisen seuranta
Kiteytymista¨ seurattiin elinaikaerotteisella fluoresenssimikroskoopilla kymmenen vuo-
rokauden ajan kaksissa eri sa¨ilytysolosuhteissa, 60 ◦C la¨mpo¨tilassa 0 % RH:ssa
ja huoneenla¨mmo¨ssa¨ 100 % RH:ssa. Kuvassa 8.11 on esitetty valokuvat esimerk-
kina¨ytteista¨ sa¨ilytysjakson lopussa, ja kuvassa 8.12 on esitetty valomikroskoopikuvat
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Kuva 8.11 Seurantana¨ytteet mikroskooppilevylla¨ kymmenen vuorokauden sa¨ilytyksen ja¨l-
keen. Na¨yte (a) on ollut la¨mpo¨kaapissa 60 ◦C la¨mpo¨tilassa 0 % RH:ssa ja na¨yte (b) huo-
neenla¨mmo¨ssa¨ 100 % RH:ssa.
Kuva 8.12 Valomikroskooppikuvat seurantana¨ytteista¨ kymmenen vuorokauden sa¨ilytyk-
sen ja¨lkeen. Na¨ytetta¨ (a) on sa¨ilytetty la¨mpo¨kaapissa 60 ◦C la¨mpo¨tilassa 0 % RH:ssa ja
na¨ytetta¨ (b) huoneenla¨mmo¨ssa¨ 100 % RH:ssa. Kuvat on otettu 40-kertaisesti suurentavalla
ilmaobjektiivilla.
vastaavista na¨ytteista¨. Na¨ytteet olivat sa¨ilytyksen lopussa molemmissa sa¨ilytysolosuh-
teissa viela¨ keltaisia, mutta la¨mpo¨kaapissa sa¨ilytettyjen na¨ytteiden pinta oli selva¨s-
ti samentunut. Huoneenla¨mmo¨ssa¨ sa¨ilytetyt na¨ytteet eiva¨t olleet silma¨ma¨a¨ra¨isesti
tarkastellen juuri muuttuneet sa¨ilytyksen aikana, mutta na¨ytteiden reunat olivat
kuitenkin muuttuneet hieman valkoisiksi.
Valomikroskooppikuvissa (kuva 8.12) na¨ytteet sen sijaan eroavat selva¨sti toisistaan.
La¨mpo¨kaapissa sa¨ilytettyjen na¨ytteiden pinnat olivat kauttaaltaan kiteytyneen ker-
roksen peitta¨ma¨t, kun taas huoneenla¨mmo¨ssa¨ sa¨ilytettyjen na¨ytteiden pinta oli pa¨a¨-
osin yha¨ la¨pikuultava, mutta na¨ytteisiin oli syntynyt pienia¨, kuplia muistuttavia
kiteisia¨ alueita. Na¨ytteiden ulkona¨o¨n perusteella amorfinen indometasiini kiteytyy
osittain kymmenessa¨ pa¨iva¨ssa¨ molemmissa sa¨ilytysolosuhteissa. La¨mpo¨kaapissa sa¨i-
lytettyjen na¨ytteiden kiteytyminen on kuitenkin edennyt nopeammin.
8.3. Kiteytymisen seuranta 51
Kymmenen pa¨iva¨n seurantatutkimusten lisa¨ksi elinaikaerotteisella fluoresenssimik-
roskoopilla seurattiin amorfisen indometasiinin etanolilla aiheutetun kiteytymisen
etenemista¨. Etanolilla aiheutettu kiteytyminen eteni nopeasti eika¨ na¨ytetta¨ joudut-
tu siirta¨ma¨a¨n mittauskertojen va¨lissa¨, joten kiteytymisen edetessa¨ voitiin seurata
myo¨s fluoresenssin elinaikajakauman muutosta.
8.3.1 Kiteytyminen la¨mpo¨kaapissa
La¨mpo¨kaapissa sa¨ilytettyjen na¨ytteiden pinta peittyi nopeasti kiteisella¨ kerroksella.
Kuvassa 8.13 on esitetty esimerkit valomikroskooppikuvista sa¨ilytyksen eri vaiheissa.
Kuuden tunnin sa¨ilytyksen ja¨lkeen (ei esitetty kuvassa) na¨ytteet eiva¨t juuri poiken-
neet tuoreista amorfisista na¨ytteista¨. Ensimma¨isen vuorokauden sa¨ilytyksen aikana
na¨ytteiden pinnalle oli kuitenkin kasvanut kukkamaisia kiteisia¨ alueita, jotka peitti-
va¨t ison osan amorfisten pisaroiden pinnasta. Na¨ytteista¨ kuvattavaksi valitut alueet
olivat okulaarin kautta arvioiden kokonaan kiteytyneet pinnalta kahden vuorokau-
den sa¨ilytyksen ja¨lkeen. Na¨ytteet samentuivat sa¨ilytyksen edetessa¨ jonkin verran,
mutta muuten na¨ytteissa¨ ei na¨kynyt okulaarin kautta tarkasteltaessa suuria muu-
toksia ensimma¨isen kahden vuorokauden sa¨ilytyksen ja¨lkeen.
Kuva 8.13 Valomikroskooppikuvat la¨mpo¨kaapissa 60 ◦C 0 % RH:ssa sa¨ilytetysta¨ amorfi-
sesta indometasiinista 1, 2, 3, 5, 8 ja 10 vuorokauden sa¨ilytyksen ja¨lkeen. Kuvat on otettu
40-kertaisesti suurentavalla ilmaobjektiivilla.
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Kuvassa 8.14 on esitetty esimerkit elinaikaerotteisella fluoresenssimikroskoopilla ote-
tuista kuvista sa¨ilytyksen eri vaiheissa. Kuvat on otettu 40-kertaisesti suurentavalla
ilmaobjektiivilla na¨ytteen pinnalta. Kuvasarja 8.14(a) on intensiteettimoduloitu ja
sarjassa 8.14(b) samat kuvat on esitetty ilman intensiteettimodulointia. Intensiteet-
timoduloidusta kuvasarjasta na¨hda¨a¨n na¨ytteen pinnan muodon muuttuvan nopeasti
kiteytymisen alkuvaiheessa. Na¨ytteiden elinaika muuttuu selva¨sti pidemma¨ksi seu-
rannan aikana, mika¨ na¨hda¨a¨n erityisesti alemmasta kuvasarjasta.
Kuva 8.14 FLM-kuvat la¨mpo¨kaapissa 60 ◦C la¨mpo¨tilassa 0 % RH:ssa sa¨ilytetyista¨ na¨yt-
teista¨ sa¨ilytyksen eri vaiheissa. Kuvasarja (a) on intensiteettimoduloitu. Kuvasarjassa (b)
samat FLM-kuvat on esitetty ilman intensiteettimodulointia. Kaikki kuvat on esitetty sa-
malla elinaika-asteikolla, joka on esitetty kuvassa oikealla. Kuvat on otettu 40-kertaisesti
suurentavalla ilmaobjektiivilla aallonpituuksilla λex = 405 nm ja λmon = 430–900 nm.
Kuvien koko on 80×80 µm ja resoluutio 0,2 µm.
FLM-kuvista laskettiin fluoresenssin elinajat τ1 ja τ2, niiden suhteelliset osuudet ja
keskima¨a¨ra¨inen elinaika τav koko kuvan alueelta. Vuorokauden sa¨ilytyksen ja¨lkeen
eli pinnan alettua selva¨sti kiteytya¨, sovitusten virheet olivat odotetusti isompia kuin
8.3. Kiteytymisen seuranta 53
puhtaiden kiinteiden muotojen elinaikasovitusten virheet. Suurimmillaan χ2 = 3, 1
viiden ja kahdeksan vuorokauden sa¨ilytyksen ja¨lkeen. Elinaikasovitus tehtiin pa¨a¨-
asiassa kolmeen rinnakkaisesta na¨ytteesta¨ otettuun FLM-kuvaan. Poikkeuksena ta¨s-
ta¨ tuoreiden na¨ytteiden (t = 0) elinaika laskettiin kahdesta rinnakkaisen na¨ytteen
FLM-kuvasta. FLM-kuvat, joille elinaikasovitus tehtiin, on esitetty liitteessa¨ 1. Elin-
ajat virherajoineen on esitetty sa¨ilytysajan funktiona kuvassa 8.15 ja elinaikojen
suhteelliset osuudet virherajoineen on esitetty vastaavasti kuvassa 8.16. Elinajat
ja niiden suhteelliset osuudet virherajoineen sa¨ilytyksen aikana on esitetty myo¨s
taulukossa 8.6.
Kuva 8.15 La¨mpo¨kaapissa 60 ◦C la¨mpo¨tilassa 0 % RH:ssa sa¨ilytettyjen na¨ytteiden fluo-
resenssin elinajat τ1 ja τ2 seka¨ keskima¨a¨ra¨inen elinaika τav virherajoineen ajan funktio-
na. Tulokset on laskettu kolmesta rinnakkaisesta FLM-kuvasta lukuun ottamatta tuoreiden
na¨ytteiden (t = 0) arvoja, jotka on laskettu kahdesta rinnakkaisesta kuvasta.
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Kuva 8.16 La¨mpo¨kaapissa 60 ◦C la¨mpo¨tilassa 0 % RH:ssa sa¨ilytettyjen na¨ytteiden fluo-
resenssin elinaikojen τ1 ja τ2 suhteelliset osuudet virherajoineen ajan funktiona. Tulokset
on laskettu kolmesta rinnakkaisesta FLM-kuvasta lukuun ottamatta tuoreiden na¨ytteiden
(t = 0) arvoja, jotka on laskettu kahdesta rinnakkaisesta kuvasta.
Taulukko 8.6 La¨mpo¨kaapissa 60 ◦C la¨mpo¨tilassa 0 % RH:ssa sa¨ilytettyjen amorfisten
na¨ytteiden fluoresenssin elinajat τ1 ja τ2, niiden suhteelliset osuudet seka¨ keskima¨a¨ra¨inen
elinaika τav virherajoineen sa¨ilytyksen eri vaiheissa. Tulokset on laskettu kolmesta rin-
nakkaisesta FLM-kuvasta lukuun ottamatta tuoreiden na¨ytteiden (t = 0) arvoja, jotka on
laskettu kahdesta rinnakkaisesta kuvasta.
aika (d) τ1 (ns) osuus (%) τ2 (ns) osuus (%) τav (ns)
0 1,03 ± 0,02 73,9 ± 1,0 2,57 ± 0,04 26,1 ± 1,0 1,75 ± 0,01
0,125 1,05 ± 0,01 76,3 ± 0,6 2,66 ± 0,03 23,7 ± 0,6 1,76 ± 0,01
0,25 1,07 ± 0,01 77,0 ± 0,2 2,68 ± 0,02 22,3 ± 0,2 1,76 ± 0,01
1 1,12 ± 0,03 79,6 ± 1,7 2,90 ± 0,12 20,4 ± 1,7 1,86 ± 0,03
2 1,17 ± 0,01 81,6 ± 0,5 3,07 ± 0,01 18,4 ± 0,5 1,87 ± 0,02
3 1,23 ± 0,01 84,0 ± 1,9 3,38 ± 0,16 16,0 ± 1,9 1,96 ± 0,01
5 1,30 ± 0,03 87,5 ± 0,8 3,99 ± 0,23 12,5 ± 0,8 2,11 ± 0,07
8 1,38 ± 0,05 88,9 ± 0,2 4,52 ± 0,36 11,1 ± 0,2 2,29 ± 0,16
10 1,48 ± 0,05 90,4 ± 0,5 5,41 ± 0,11 9,6 ± 0,5 2,58 ± 0,10
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Kiteytymisen alussa elinajat ja niiden osuudet vastasivat amorfiselle indometasiinille
ma¨a¨ritettyja¨ arvoja. Reaktion edetessa¨ elinajat osuuksineen la¨hestyiva¨t γ-kiteiselle
indometasiinille ma¨a¨ritettyja¨ arvoja (taulukko 8.2). Elinajat kasvoivat la¨hes lineaa-
risesti reaktion edetessa¨, mutta elinaikojen suhteelliset osuudet muuttuivat kitey-
tymisen alkuvaiheessa nopeasti ja myo¨hemmin hitaammin. Suhteellinen osuus ajan
funktiona muistutti reaktion edetessa¨ hidastuvan reaktion konversioastetta, joten
osuutta ajan funktiona tarkasteltiin reaktiokinetiikan na¨ko¨kulmasta. Konversioas-
te laskettiin elinajan τ2 suhteellisesta osuudesta yhta¨lo¨n 4.5 mukaan. Kiteytymisen
alussa (t = 0) osuus oli 26,1 %. Kiteytymisen pa¨a¨ttyessa¨ (t = ∞) kaiken amorfi-
sen indometasiinin oletettiin kiteytyneen γ-muotoon, joten elinajan τ2 suhteellisena
osuutena ka¨ytettiin puhtaalle γ-indometasiinille ma¨a¨ritettya¨ arvoa (taulukko 8.2).
Konversioaste on esitetty kuvassa 8.17 ajan funktiona.
Kuva 8.17 La¨mpo¨kaapissa 60 ◦C la¨mpo¨tilassa 0 % RH:ssa sa¨ilytettyjen na¨ytteiden elin-
ajan τ2 suhteellisesta osuudesta ma¨a¨ritetty konversioaste α ajan t funktiona.
Konversioaste sijoitettiin nelja¨a¨n konversioasteen muotoa vastaavaan reaktiomalliin.
Reaktiomalleina ka¨ytettiin ensimma¨isen kertaluvun kiteytymista¨ (1. kl, yhta¨lo¨ 4.8),
yksiulotteista diffuusiorajoitettua kiteytymista¨ (1D diff., yhta¨lo¨ 4.21), yksiulottei-
sesta diffuusiorajoitetusta kiteytymisesta¨ johdettua yksinkertaista kolmiulotteisen
kiteytymisen mallia (3D diff. 1, yhta¨lo¨ 4.41) ja kutistuva ydin -mallia (3D diff. 2,
yhta¨lo¨ 4.39). Konversioaste sijoitettiin myo¨s JMAEK-yhta¨lo¨o¨n (JMAEK 2, yhta¨lo¨
4.15), jolla indometasiinin kiteytymista¨ tyypillisesti kuvataan, vaikka konversioas-
teen muutos ei olekaan sigmoidaalinen. JMAEK-yhta¨lo¨sta¨ ka¨ytettiin muotoa, jossa
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n = 2. Konversioasteesta ma¨a¨ritetyt kiteytymismallien mukaiset kuvaajat ja nii-
hin tehdyt lineaariset sovitukset on esitetty kuvassa 8.18. Koska 3D diff. 1 -malli
kuvaa kolmiulotteista kiteytymista¨ hyvin vain pienilla¨ konversioasteilla, kuvassa on
esitetty 3D diff. 1 -malliin sovitettu konversioaste koko sa¨ilytyksen ajan lisa¨ksi myo¨s
ensimma¨isen kahden vuorokauden ajalta. Kuvan 8.18 sovitesuorien kulmakertoimet
k (s−1) ja vakiotermit virherajoineen on koottu taulukkoon 8.7.
Kuva 8.18 Konversioasteesta ma¨a¨ritetyt eri kiteytymismallien integraalimuotoiset ku-
vaajat: (a) 1. kertaluvun reaktio, (b) yksiulotteinen diffuusiorajoitettu reaktio, (c) ja (d)
yksinkertainen kolmiulotteinen diffuusiorajoitettu reaktio, (e) kutistuva ydin -malli seka¨
(f) JMAEK-yhta¨lo¨, jossa n = 2. Yksinkertaisen kolmiulotteisen diffuusiorajoitetun reak-
tiomallin mukainen kuvaaja on esitetty koko seurantajaksolta (c) ja ensimma¨isen kahden
vuorokauden ajalta (d).
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Taulukko 8.7 Kiteytymismalleihin sovitettujen suorien kulmakertoimet k ja vakioter-
mit virherajoineen. Kiteytymismallit ja¨rjestyksessa¨ ylha¨a¨lta¨ alkaen: 1. kertaluvun reaktio,
yksiulotteinen diffuusiorajoitettu reaktio, yksinkertainen kolmiulotteinen diffuusiorajoitet-
tu reaktio koko seurantajaksolta ja kahden ensimma¨isen vuorokauden ajalta seka¨ kutistuva
ydin -malli.
malli k (10−6 s−1) vakiotermi
1. kl 2,127 ± 0,106 0,1290 ± 0,0434
1D diff. 0,870 ± 0,050 0,0204 ± 0,0205
3D diff. 1 0,255 ± 0,013 -0,0073 ± 0,0051
3D diff. 1, alku 0,139 ± 0,002 0,0001 ± 0,0002
3D diff. 2 0,179 ± 0,007 -0,0021 ± 0,0029
Laskennallisesti konversioastetta vastaavat parhaiten mallit 3D diff. 2 koko seuran-
tajaksolta ja 3D diff. 1 kahden ensimma¨isen vuorokauden ajalta. Suorien 8.18(e)
ja 8.18(d) leikkauspisteet ovat la¨himpa¨na¨ nollaa ja kulmakertoimien virheet ovat
pienimma¨t. Myo¨s mallin 1D diff. pisteet asettuvat melko hyvin samalle suoralle. Ki-
teytyminen ei noudata ensimma¨isen kertaluvun reaktiomallia reaktion alussa, kuten
na¨hda¨a¨n kuvasta 8.18(a), mutta ta¨ma¨n ja¨lkeen pisteet ovat melko hyvin suoralla.
Kuvassa 8.18(f) esitetty JMAEK 2 -malliin sijoitettu konversioaste ei muodosta suo-
raa, joten malli ei kuvaa kiteytymisen etenemista¨ tutkitulla aikaskaalalla. FLM:lla¨
ma¨a¨ritetty konversioaste kuvaa na¨ytteen ohuen pintakerroksen kiteytymista¨ koko
na¨ytteen kiteytymisen sijaan, mika¨ voi osaltaan selitta¨a¨, miksi tulokset poikkeavat
aiempien tutkimusten tuloksista.
Na¨ytteiden kiteytymisessa¨ havaittiin mikroskoopin la¨pi tarkasteltaessa kaksi eri vai-
hetta: na¨ytteen pinnan peittyminen ohuella kiteisella¨ kerroksella ja kiteisen kerrok-
sen la¨pimitan kasvaminen. Tutkimuksessa ma¨a¨ritetty konversioaste kuvaa pa¨a¨asiassa
kerroksen la¨pimitan kasvamista. Na¨ytteiden pinnan peittyminen kiteisella¨ kerroksel-
la tapahtui nopeasti ensimma¨isen kahden vuorokauden aikana, eika¨ ka¨yto¨ssa¨ olleella
laitteistolla voitu seurata ohuen kiteisen kerroksen levia¨mista¨. On mahdollista, etta¨
na¨ytteen pinnan peittyminen ja kiteisen kerroksen paksuuden kasvaminen noudatta-
vat eri kiteytymismalleja. Na¨ytteet eiva¨t olleet seurannan lopussa viela¨ FLM:n mit-
taussyvyydelta¨ ta¨ysin kiteisia¨, joten seurantaa olisi voitu jatkaa viela¨ pidempa¨a¨n,
jolloin kuvan 8.18 kuvaajat voisivat na¨ytta¨a¨ toisenlaisilta.
Tulosten perusteella koko seurannan ajan amorfisen indometasiinin kiteytyminen
eteni diffuusiorajoitetusti pallomaisten hiukkasten pinnalta kohti ydinta¨. Ta¨ta¨ tul-
kintaa tukee seka¨ kuvan 8.18(e) kutistuva ydin -malli etta¨ kuvan 8.18(d) pienilla¨ kon-
versioasteilla kolmiulotteista diffuusiorajoitettua reaktiota kuvaava malli. Kyseisten
rakenteiden olemassaolosta ei kuitenkaan ole aiempaa na¨ytto¨a¨. Myo¨s yksiulotteisen
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diffuusiorajoitetun reaktion malli (kuva 8.18(b)) voisi kuvata kiteytymisen etene-
mista¨, vaikka pisteet eiva¨t asetu yhta¨ hyvin suoralle kuin kuvissa 8.18(e) ja 8.18(d).
Yksiulotteinen diffuusiorajoitettu kiteytyminen kuvaa hyvin ka¨yta¨nno¨n havaintoa
kiteytymisen etenemisesta¨: amorfisen pisaran pinta voidaan ajatella a¨a¨retto¨ma¨ksi
tasoksi, jonka pinnalla oleva kiteinen kerros kasvaa hidastuvasti. Diffuusiorajoitettu-
jen mallien vaatima kiteisen kerroksen la¨pi diffundoituva ja kiteytymista¨ aiheuttava
aine on todenna¨ko¨isesti vesi, joka lisa¨a¨ molekyylien liikkuvuutta ja siten edesauttaa
kiteytymista¨.
Ensimma¨isen sa¨ilytysvuorokauden ja¨lkeen na¨ytteiden pinnalle levinnyt kiteinen ker-
ros on niin ohut, ettei amorfisen ja kiteisen indometasiinin rajapinta erotu elinaiko-
jen muutoksena FLM-kuvissa. FLM-kuvissa erottuu ensimma¨isesta¨ vuorokaudesta
alkaen intensiteetilta¨a¨n erilaisia alueita. Intensiteetin perusteella ei silti voi suoraan
pa¨a¨tella¨, onko alue kiteytynyt vai onko alueella vain kolmiulotteinen rakenne, jossa
kohdentamistaso na¨kyy kirkkaimpana. Ensimma¨isen vuorokauden aikana elinaikojen
suhteelliset osuudet kuitenkin muuttuvat, mika¨ na¨hda¨a¨n kuvasta 8.16. Jos ka¨yto¨ssa¨
olisi laitteisto, jossa sa¨ilytysolosuhteet voitaisiin luoda mikroskooppiin kiinnitetyn
laitteen ympa¨rille ja na¨ytteita¨ voidaan kuvata helposti esimerkiksi tunnin va¨lein,
voitaisiin mahdollisesti havaita myo¨s pinnan peittymiseen liittyva¨ elinaikojen muu-
tos. Suhteellisten osuuksien ero (alle 6 %) on kuitenkin luultavasti liian pieni, etta¨
sen sisa¨lla¨ tapahtuvia muutoksia saataisiin luotettavasti mitattua.
8.3.2 Kiteytyminen 100 % suhteellisessa ilmankosteudessa
Huoneenla¨mmo¨ssa¨ 100 % RH:ssa sa¨ilytetyt na¨ytteet kuvattiin 2, 5, 8 ja 10 vuoro-
kauden sa¨ilytyksen ja¨lkeen. Na¨ytteet kiteytyiva¨t selva¨sti eri tavalla kuin la¨mpo¨kaa-
pissa sa¨ilytetyt na¨ytteet. Kymmenen vuorokauden kuluttua na¨ytteet muistuttivat
viela¨ tuoretta amorfista indometasiinia, mutta valomikroskoopin la¨pi tarkastelles-
sa na¨ytteissa¨ erottui lukuisia pienia¨ kiteytyneita¨ alueita. Kuvassa 8.19 on esitetty
valomikroskooppikuvat samasta seurantana¨ytteesta¨ jokaiselta mittauspa¨iva¨lta¨. Ku-
vat on otettu samasta kohdasta na¨ytetta¨, ja kuviin on ympyro¨ity alueet A ja B,
joiden sisa¨lla¨ tapahtunutta kiteytymista¨ seurattiin elinaikaerotteisella fluoresenssi-
mikroskoopilla. Kuvasta 8.19 na¨hda¨a¨n, etta¨ A:n kiteytynyt alue kasvaa va¨hitellen
reunoilta sa¨ilytyksen edetessa¨. Alueen B sisa¨lla¨ oleva kiteytynyt kohta kasvaa huo-
mattavasti nopeammin: kahden vuorokauden sa¨ilytyksen ja¨lkeen kohta erottuu pie-
nena¨ epa¨tasaisuutena amorfisessa pinnassa, mutta seuraavaan kuvauskertaan men-
nessa¨ alueelle on muodostunut selkea¨sti kiteytynyt alue. Kahdeksan vuorokauden
sa¨ilytyksen ja¨lkeen B:n kiteytynyt alue on kasvanut selva¨sti suuremmaksi.
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Kuva 8.19 Valomikroskooppikuvat 100 % RH:ssa sa¨ilytetyn amorfisen na¨ytteen samas-
ta kohdasta 2, 5, 8 ja 10 vuorokauden sa¨ilytyksen ja¨lkeen. Kuvissa on ympyro¨ity alueet
A (katkoviiva) ja B (yhtena¨inen viiva), joiden kiteytymista¨ seurattiin FLM-mittauksilla.
Kuvat on otettu 40-kertaisesti suurentavalla ilmaobjektiivilla.
Kuvassa 8.20 on esitetty FLM-kuvat alueesta A kahden ja kymmenen vuorokau-
den sa¨ilytyksen ja¨lkeen ja alueesta B viiden ja kahdeksan vuorokauden sa¨ilytyksen
ja¨lkeen. Kuvassa 8.20 kiteytyneen ja amorfisen alueen rajat ovat huomattavasti sel-
kea¨mma¨t kuin la¨mpo¨kaapissa sa¨ilytetyilla¨ na¨ytteilla¨, ja kiteytyneiden alueiden fluo-
resenssin intensiteetti on selva¨sti suurempi kuin amorfisen ympa¨risto¨n. FLM-kuvien
perusteella alueen A sisa¨lla¨ oleva kiteytynyt alue kasvaa sa¨ilytyksen aikana. Alu-
een B sisa¨lla¨ oleva kiteinen alue ei erotu FLM-kuvassa selva¨sti kiteisena¨ viela¨ vii-
den pa¨iva¨n sa¨ilytyksen ja¨lkeen. Fluoresenssin intensiteetti ei ole kuitenkaan alueella
ena¨a¨ tasainen ja FLM-kuvassa on hieman kiteiseen indometasiiniin viittaavaa pu-
naista va¨ria¨. Kahdeksan vuorokauden sa¨ilytyksen ja¨lkeen alue on selva¨sti kiteinen ja
kasvanut merkitta¨va¨sti suuremmaksi. Molemmissa tapauksissa ainoastaan valomik-
roskooppikuvissa tummana erottuva tiivis kiteinen alue on FLM-kuvien perusteella
kiteytynyt.
Kiteisten alueiden kaksieksponentiaalisella elinaikasovituksella ma¨a¨ritetyt elinajat
ja niiden suhteelliset osuudet on esitetty taulukossa 8.8. Kiteisen alueen ympa¨rilla¨
τ1 = 0, 90–0,99 ns (74,8–78,1 %) ja τ2 = 2, 42–2,61 ns (21,9–25,2 %), jotka vas-
taavat amorfisen indometasiinin arvoja. Elinaikojen perusteella na¨ytteiden kiteiset
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Kuva 8.20 Intensiteettimoduloidut FLM-kuvat (a) ja FLM-kuvat ilman intensiteettia¨
(b) alueesta A 2 ja 10 vuorokauden sa¨ilytyksen ja¨lkeen seka¨ alueesta B 5 ja 8 vuorokauden
sa¨ilytyksen ja¨lkeen. Kuvat on esitetty samalla elinaika-asteikolla, joka on esitetty kuvas-
sa oikealla. Kuvat on otettu 40-kertaisesti suurentavalla ilmaobjektiivilla aallonpituuksilla
λex = 405 nm ja λmon = 430–900 nm. Kuvien koko on 80×80 µm ja resoluutio 0,2 µm.
alueet ovat kiteytyneet γ-muotoon. Viiden vuorokauden sa¨ilytyksen ja¨lkeen alueella
B olevan epa¨tasaisuuden elinajat vastaavat viela¨ amorfista indometasiinia. Valomik-
roskooppikuvassa kiteytynyt alue erottuu kuitenkin selva¨sti jo viiden vuorokauden
ja¨lkeen. Muutos na¨ytta¨isi tapahtuneen riitta¨va¨n syva¨lla¨ na¨ytteen pinnan alapuolella,
ettei kiteinen alue erotu viela¨ FLM-kuvassa. Kiteytynyt alue on kasvanut seuraa-
vaan mittauskertaan mennessa¨, jolloin alue on myo¨s la¨hempa¨na¨ pintaa ja erottuu
selva¨sti amorfisesta taustasta.
Taulukko 8.8 Huoneenla¨mmo¨ssa¨ 100 % RH:ssa sa¨ilytettyjen na¨ytteiden kiteytyneiden
alueiden A ja B elinajat τ1 ja τ2 seka¨ niiden suhteelliset osuudet. FLM-kuvat alueista on
esitetty kuvassa 8.20.
alue τ1 (ns) osuus (%) τ2 (ns) osuus (%)
A: 2 d 1,61 87,6 3,12 12,4
A: 10 d 1,65 94,6 3,83 5,4
B: 5 d 0,85 71,4 2,29 28,6
B: 8 d 1,63 92,6 3,68 7,4
Huoneenla¨mmo¨ssa¨ 100 % RH:ssa sa¨ilytettyjen na¨ytteiden FLM-kuvissa amorfisen in-
dometasiinin fluoresenssin intensiteetti on selva¨sti heikompi kuin γ-indometasiinin,
mika¨ vastaa aiempia tuloksia [6]. Intensiteettieron havainnollistamiseksi kuvassa 8.21
on esitetty intensiteettiprofiili kahdeksan vuorokautta vanhasta na¨ytteesta¨ alueen B-
kohdalta. Kiteisen alueen kohdalla intensiteetti kasvaa jyrka¨sti nelinkertaiseksi, ja
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korkeimmillaan se on noin seitsema¨nkertainen amorfisen indometasiinin fluoresens-
sin intensiteettiin verrattuna. Kiteisen alueen halkaisijaksi voidaan arvioida kuvasta
noin 45 µm.
Kuva 8.21 Fluoresenssin intensiteettiprofiili 8 vuorokautta 100 % RH:ssa huo-
neenla¨mmo¨ssa¨ sa¨ilytetysta¨ na¨ytteesta¨. Profiili on piirretty nuolella vasemmanpuoleiseen
kuvaan merkitylta¨ alueelta. Kuva on otettu 40-kertaisesti suurentavalla ilmaobjektiivilla
aallonpituuksilla λex = 405 nm ja λmon = 430–900 nm. Kuvan koko on 80×80 µm ja
resoluutio 0,2 µm.
Indometasiini na¨ytta¨isi kiteytyneen tiiviiksi ja verrattain paksuksi alueeksi na¨ytteen
pinnalle, jolloin amorfisen indometasiinin fluoresenssisignaali ei merkitta¨va¨sti sekoi-
tu kiteisen indometasiinin fluoresenssiin. Kiteytyneen alueen fluoresenssin intensi-
teetti oli huomattavasti korkeampi kuin jauhemaista γ-indometasiinia kuvattaessa
(luku 8.1.2). Kuvan 8.20 kiteisten alueiden vaimenemiskuvaajiin voitiin tehda¨ myo¨s
yksieksponentiaalinen sovitus (χ2 = 1,2–1,9), jolloin elinajaksi saatiin 1,83–1,85 ns.
Elinaika on luultavasti la¨hempa¨na¨ γ-indometasiinin todellista elinaikaa kuin kak-
sieksponentiaalisella sovituksella ma¨a¨ritetyt elinajat.
Koko kuvan alueelta laskettujen vaimenemiskuvaajien perusteella ei voitu tehda¨
lukua 8.3.1 vastaavaa kineettista¨ tarkastelua. Na¨ytteiden pinta ei peittynyt seuran-
nan aikana kiteisella¨ kerroksella kuten la¨mpo¨kaapissa sa¨ilytetyt na¨ytteet kiteytyiva¨t,
vaan na¨ytteet kiteytyiva¨t pienilta¨, toisistaan verrattain kaukana olevilta alueilta.
Koska kiteytyminen tapahtui vain pienella¨ alueella, koko kuvan alueelta ma¨a¨ritetyt
elinajat vastasivat viela¨ 10 vuorokauden ja¨lkeenkin amorfista indometasiinia. Tut-
kimuksessa ka¨ytetylla¨ elinaikaerotteisella fluoresenssimikroskoopilla kuvattava alue
on muutoksiin na¨hden pieni erityisesti, jos kiteisten alueiden varsinaista kasvua ei
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na¨hda¨ vaan kiteytyminen havaitaan FLM-kuvissa vasta myo¨ha¨isessa¨ vaiheessa, ku-
ten havaittiin alueella B. Jotta FLM-kuvissa havaittu kiteytyminen edustaisi ko-
ko na¨ytteen kiteytymista¨, kuvia pita¨isi ottaa huomattavasti enemma¨n na¨ytteen eri
kohdista.
8.3.3 Etanolilla aiheutettu kiteytyminen
Amorfisen indometasiinin etanolilla aiheutettua kiteytymista¨ seurattiin 100-kertai-
sesti suurentavalla o¨ljyimmersio-objektiivilla. Mikroskooppilasin pa¨a¨lle laitettiin pi-
sara etanolia, jonka pa¨a¨lle lisa¨ttiin amorfisen indometasiinin sirpale. Kiteytyminen
aiheutettiin siten amorfisen sirpaleen lasia vasten olevalla pinnalla. Etanolipisara
levisi millimetrien kokoiselle alueelle ja liuotti osan indometasiinikappaleesta. FLM-
seurantaan valittiin alue, jossa kiteytymisen huomattiin alkaneen. Ensimma¨inen
FLM-kuva otettiin 5 minuutin kuluttua amorfisen sirpaleen lisa¨a¨misesta¨ etanolipi-
saran pa¨a¨lle, minka¨ ja¨lkeen na¨ytetta¨ kuvattiin aluksi 10 minuutin ja myo¨hemmin 20
minuutin va¨lein. Kaikki seurannan aikana otetut FLM-kuvat on esitetty liitteessa¨ 2.
Kuvassa 8.22 on esitetty FLM-kuvat 15 min ja 95 min sirpaleen lisa¨a¨misen ja¨lkeen.
Kuva 8.22 Intensiteettimoduloidut FLM-kuvat (a) ja ilman intensiteettia¨ esitetyt FLM-
kuvat (b) etanolilla aiheutetusta kiteytymisesta¨ 15 ja 95 min kiteytymisen ka¨ynnista¨misen
ja¨lkeen. Kuvat on esitetty samalla elinaika-asteikolla, joka on esitetty kuvassa oikealla.
Kuvat on otettu satakertaisesti suurentavalla o¨ljyimmersio-objektiivilla aallonpituuksilla
λex = 405 nm ja λmon = 430–900 nm. Kuvien koko on 50×50 µm ja resoluutio 0,1 µm.
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Kuvissa erottuu selva¨sti lyhyemma¨n elinajan alue vasemmassa yla¨kulmassa ja pi-
demma¨n elinajan alue oikeassa alakulmassa. Erityisesti oikea alakulma na¨ytta¨isi
muuttuvan seurannan aikana. Kuvassa 8.23 on esitetty keskima¨a¨ra¨inen fluoresenssin
elinaika τav, elinajat τ1 ja τ2 seka¨ niiden suhteelliset osuudet vasemmassa yla¨kulmassa
ja oikeassa alakulmassa ajan funktiona.
Kuva 8.23 Fluoresenssin elinajat τ1 ja τ2, keskima¨a¨ra¨inen elinaika τav ja elinaikojen
suhteelliset osuudet etanolilla aiheutetun kiteytymisen aikana ajan funktiona. Kuvassa (a)
on esitetty elinajat FLM-kuvien vasemmassa yla¨kulmassa ja kuvassa (b) elinajat FLM-
kuvien oikeassa alareunassa. Vastaavasti elinaikojen osuudet vasemmassa yla¨kulmassa on
esitetty kuvassa (c) ja oikeassa alakulmassa kuvassa (d). Esimerkit FLM-kuvista on esitetty
kuvassa 8.22.
FLM-kuvien vasemmassa yla¨kulmassa elinaika τ1 ≈ 1, 15 ns koko seurannan ajan.
τ2 vaihtelee hieman enemma¨n, mutta vaihtelu on melko satunnaista ja arvot sa-
mansuuntaisia. Myo¨s elinaikojen osuudet (elinajan τ1 osuus on n. 96 %) pysyva¨t
la¨hes vakiona seurannan ajan. Vasemman yla¨kulman elinajat ja osuudet vastaa-
vat α-kiteiselle indometasiinille ma¨a¨ritettyja¨ arvoja (taulukko 8.2), eli amorfinen
indometasiini na¨ytta¨isi kiteytyva¨n α-muotoon etanolin avulla. FLM-kuvien oikeas-
sa alakulmassa sen sijaan indometasiinin elinajat ja elinaikojen suhteelliset osuudet
muuttuvat selkea¨sti ja ja¨rjestelma¨llisesti seurannan aikana. Reaktion alussa elinajat
ja niiden suhteelliset osuudet vastaavat selva¨sti amorfisen indometasiinin arvoja, ja
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reaktion edetessa¨ elinajat kasvavat kohti kiteisen indometasiinin arvoja. Vastaavasti
myo¨s elinajan τ1 osuus kasvaa ja τ2:n osuus pienenee. Elinaikojen perusteella vai-
kuttaa silta¨, ettei reaktio ehtinyt edeta¨ loppuun asti 95 minuutin seurannan aikana.
Koska FLM-kuvissa esiintyi selva¨sti useaa eri elinaikaa, koko kuvien alueelta ma¨a¨-
ritettyjen fluoresenssien vaimenemiskuvaajiin tehtyjen kaksieksponentiaalisten sovi-
tusten virheet olivat suuria, χ2 ≈ 6, 7−10, 4, eika¨ indometasiinin kiteytymisen kine-
tiikkaa voitu siksi analysoida niiden avulla. Sen sijaan kinetiikkaa voitiin tarkastella
jossain ma¨a¨rin fluoresenssin elinaikajakauman muutoksen kautta: na¨ytetta¨ ei siir-
retty FLM-kuvien ottamisen va¨lilla¨, joten FLM-kuvien intensiteetit ovat keskena¨a¨n
verrannollisia. Elinaikajakaumat reaktioajan funktiona on esitetty kuvassa 8.24.
Kuva 8.24 Elinaikajakaumat ajan funktiona etanolilla aiheutetun kiteytymisen aikana.
Elinaikajakaumat on ma¨a¨ritetty FLM-kuvista, jotka on otettu satakertaisesti suurentavalla
o¨ljyimmersio-objektiivilla aallonpituuksilla λex = 405 nm ja λmon = 430–900 nm ja joiden
koko on 50×50 µm ja resoluutio 0,1 µm. Jakaumat on ma¨a¨ritetty koko kuvan alueelta.
Elinaikajakaumat leikkaavat toisensa kohdassa τ ≈ 1, 8 ns lukuun ottamatta en-
simma¨ista¨ mittausta, joka on merkitty kuvaan 8.24 katkoviivalla. Ensimma¨isen FLM-
kuvan ottohetkella¨ na¨ytteessa¨ oli luultavasti viela¨ runsaasti etanolia, mika¨ saattaa
selitta¨a¨, miksi ensimma¨inen elinaikajakauma eroaa muista jakaumista. Ensimma¨inen
FLM-mittaus ja¨tettiin huomiotta kineettisessa¨ tarkastelussa.
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Elinaikajakaumien perusteella na¨ytteessa¨ on kahta erilaista komponenttia, joista en-
simma¨isen osuus va¨henee ja toisen osuus kasvaa reaktion edetessa¨. Reaktion alussa
elinaikajakauman intensiteettimaksimi oli τ1 = 1, 468 ns. Reaktion edetessa¨ elinajan
τ1 intensiteetti pieneni, mutta elinajan τ2 = 2, 209 ns intensiteetti kasvoi. Kuvas-
sa 8.25(a) on esitetty τ1:n intensiteetti I1 ja τ2:n intensiteetti I2 ajan funktiona, ja
kuvassa 8.25(b) intensiteettien suhteelliset osuudet ajan funktiona. Intensiteettien
suhteelliset osuudet laskettiin jakamalla kumpikin intensiteetti erikseen intensiteet-
tien summalla I1 + I2.
Kuva 8.25 Elinajan τ1 = 1,468 ns intensiteetti I1 ja elinajan τ2 = 2,209 ns intensiteetti
I2 (a) seka¨ intensiteettien suhteelliset osuudet (b) ajan t funktiona etanolilla aiheutetun
kiteytymisen aikana.
Intensiteettien arvoa reaktion alussa ja lopussa eika¨ reaktioon kuluvaa aikaa voitu
ma¨a¨ritta¨a¨ mittaustuloksista, joten kineettinen tarkastelu on la¨hinna¨ suuntaa antava.
Konversioaste laskettiin yhta¨lo¨n 4.5 avulla olettaen, etta¨ α = 0 hetkella¨ t = 15 min
ja α = 1 kun t = 95 min. Elinaikajakaumaan vaikutti todenna¨ko¨isesti ainakin kaksi
prosessia: amorfisen indometasiinin kiteytyminen ja etanolin haihtuminen. On mah-
dollista, etta¨ valtaosa etanolista on haihtunut ennen kineettisen tarkastelun aloitta-
mista, mutta ta¨ta¨ on vaikea todeta tulosten perusteella. Kuvassa 8.26(a) on esitetty
intensiteetin I2 suhteellisesta osuudesta ma¨a¨ritetty konversioaste. Konversioaste si-
joitettiin ensimma¨isen kertaluvun reaktiomalliin (yhta¨lo¨ 4.8), jolloin saatu suora on
esitetty kuvassa 8.26(b).
Reaktio na¨ytta¨isi noudattavan ensimma¨isen kertaluvun reaktiomallia melko hyvin.
Kuvan 8.26(b) sovitesuoran kulmakerroin on k = (4, 4± 0, 3)× 10−4 s−1. Konversio-
aste sijoitettiin myo¨s muihin ta¨ssa¨ tyo¨ssa¨ ka¨siteltyihin reaktiomalleihin, mutta muut
mallit kuvasivat reaktiota selkea¨sti huonommin.
Kineettisen tarkastelun luotettavuus olisi parempi, jos seka¨ kiteytymisen alku (t = 0)
olisi saatu taltioitua ja kiteytymista¨ olisi seurattu pidempa¨a¨n – mielella¨a¨n siihen as-
ti, kunnes myo¨s FLM-kuvien oikean alakulman elinajat olisivat vastanneet kiteista¨
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Kuva 8.26 Intensiteetin I2 suhteellisesta osuudesta laskettu konversioaste α (a) ja en-
simma¨isen kertaluvun reaktiomallin mukainen kuvaaja (b) ajan t funktiona etanolilla ai-
heutetussa kiteytymisessa¨.
indometasiinia. Kiteytyminen kuitenkin na¨ytta¨isi hidastuneen jo 95 minuutin seu-
rannan aikana, ja se olisi luultavasti hidastunut edelleen reaktion edetessa¨. Mittaus
tulisi toistaa siten, etta¨ ensimma¨inen FLM-kuva otetaan heti etanolin lisa¨a¨misen
ja¨lkeen ja seurantaa jatketaan huomattavasti pidempa¨a¨n.
Koska myo¨s elinaikojen suhteelliset osuudet muuttuvat kiteytymisen edetessa¨, ki-
neettinen tarkastelu on todenna¨ko¨isesti mahdollista myo¨s niiden avulla. Jotta elin-
aikasovitukset voidaan tehda¨ kuviin yhdenmukaisesti, FLM-kuvien tulee olla mel-
ko tasaisen va¨risia¨ eli niissa¨ ei saisi olla useita eri elinaikoja. Elinaikasovituksen
avulla voidaan arvioida FLM:lla¨ seuratun alueen kiteytymisaste seurannan lopus-
sa, vaikka na¨yte ei olisikaan ta¨ysin kiteytynyt, ja ta¨ta¨ samaa konversioastetta voi-
daan hyo¨dynta¨a¨ myo¨s elinaikajakaumien avulla tehdyssa¨ kiteytymistarkastelussa.
Yhdista¨ma¨lla¨ kiteytymisen tarkastelu seka¨ elinaikajakaumien etta¨ elinaikojen osuuk-
sien muutoksen avulla voidaan myo¨s arvioida tarkastelujen luotettavuutta.
8.4 Indometasiinin termiset ominaisuudet
Indometasiinin termiset ominaisuudet ma¨a¨ritettiin differentiaalisella pyyhka¨isykalo-
rimetrialla. γ- ja α-kiteisen indometasiinin kunto tarkastettiin ma¨a¨ritta¨ma¨lla¨ sula-
misen onset-la¨mpo¨tila Tm seka¨ sulamisen entalpia ∆Hm. Kuvassa 8.27 on esitetty
esimerkit γ- ja α-indometasiinin DSC-kuvaajista. Kuvaajat on jaettu na¨ytteiden
massoilla, joten piikkien pinta-alat ovat verrannollisia keskena¨a¨n. Kummankin kide-
muodon DSC-kuvaajissa esiintyi vain yksi, kidemuodolle ominainen sulamispiikki.
Taulukossa 8.9 on esitetty kiteiselle indometasiinille ma¨a¨ritetyt arvot virherajoineen.
Kiteiselle indometasiinille ma¨a¨ritetyt arvot vastaavat kirjallisuudessa (taulukko 6.1)
esitettyja¨ arvoja.
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Kuva 8.27 Esimerkit γ- ja α-indometasiinin DSC-kuvaajista. Kuvaajat on ma¨a¨ritetty
la¨mmitysnopeudella 10 ◦C min−1.
Taulukko 8.9 Differentiaalisella pyyhka¨isykalorimetrialla ma¨a¨ritetyt γ- ja α-indometa-
siinin sulamispisteet Tm ja sulamisentalpiat Hm. Tulokset on laskettu kahdesta rinnakkai-
sesta kuvaajasta.
na¨yte Tm (
◦C) Hm (J g−1)
γ 159,75 ± 0,02 -109,30 ± 0,03
α 150,46 ± 0,09 -90 ± 3
Ainakin osittain amorfisia na¨ytteita¨ oli nelja¨ erilaista: tuore mikroskooppilasilla val-
mistettu, tuore alumiinipannulla valmistettu, kymmenen vuorokautta 60 ◦C 0 % RH
olosuhteissa sa¨ilytetty ja kymmenen vuorokautta 18 ◦C 100 % RH olosuhteissa sa¨i-
lytetty amorfinen indometasiini. Na¨ytteiden DSC-kuvaajat on esitetty kuvassa 8.28.
Kaikkien amorfisten na¨ytteiden DSC-kuvaajissa erottuu lasittumisalue noin 45 ◦C
la¨mpo¨tilassa, eksoterminen kiteytymispiikki 100 ◦C yla¨puolella seka¨ kaksi endoter-
mista¨ sulamispiikkia¨, jotka ovat 156 ◦C ja 161 ◦C la¨mpo¨tilassa. Amorfinen indome-
tasiini kiteytyy DSC-mittauksen aikana yleensa¨ molempien kidemuotojen seokseksi.
Alhaisempi sulamisla¨mpo¨tila viittaa α-muodon sulamiseen ja korkeampi γ-muodon
sulamiseen.
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Tuoreen amorfisen indometasiinin DSC-kuvaajat on esitetty kuvissa 8.28(a) ja 8.28(b).
Ensimma¨isen kuvan amorfiset na¨ytteet valmistettiin sulattamalla indometasiinia
mikroskooppilasilla. Ja¨lkimma¨isen kuvan na¨ytteet valmistettiin vastaavasti, mutta
sulatusastiana ka¨ytettiin alumiinipannua. Seka¨ kuvan 8.28(a) etta¨ 8.28(b) na¨ytteet
on mitattu muutaman tunnin sisa¨lla¨ amorfisen indometasiinin valmistamisesta, ei-
va¨tka¨ ne ole ehtineet kiteytya¨. Kuvan 8.28(a) DSC-kuvaajissa ensimma¨isen sulamis-
piikin pinta-ala ja siten sulamisentalpia on huomattavasti pienempi kuin toisen sula-
mispiikin, eli mikroskooppilasilla valmistettu amorfinen indometasiini on kiteytynyt
la¨mmityksen aikana pa¨a¨asiassa γ-muotoon. Sen sijaan alumiinipannulla valmiste-
tut na¨ytteet kiteytyiva¨t la¨mmityksen aikana pa¨a¨asiassa α-muotoon. Kuvien 8.28(a)
ja 8.28(b) perusteella indometasiini voi kiteytya¨ DSC-mittauksen aikana kumpaan
tahansa kidemuotoon, joten osittain kiteytyneiden amorfisten na¨ytteiden sulamis-
piikkien pinta-aloista ei voi suoraan pa¨a¨tella¨, mihin kidemuotoon na¨yte on kitey-
tynyt sa¨ilytyksen aikana. Alumiinipannulla valmistettujen na¨ytteiden DSC-tulosten
tarkempi analyysi sivuutetaan, koska muut seurantana¨ytteet on valmistettu sulat-
tamalla indometasiinia mikroskooppilasilla.
Kuva 8.28 Amorfisten ja osittain amorfisten na¨ytteiden DSC-kuvaajat. Tuore, mikros-
kooppilasille valmistettu amorfinen indometasiini (a); tuore, alumiinipannulla valmistettu
amorfinen indometasiini (b); 10 d la¨mpo¨kaapissa sa¨ilytetyt na¨ytteet (c) ja 10 d 100 %
RH:ssa sa¨ilytetyt na¨ytteet (d). Kuvaajat on ma¨a¨ritetty la¨mmitysnopeudella 10 ◦C min−1.
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Seurantana¨ytteiden DSC-kuvaajat on esitetty kuvissa 8.28(c) ja 8.28(d). La¨mpo¨kaa-
pissa sa¨ilytettyjen na¨ytteiden (kuva 8.28(c)) kiteytyminen na¨hda¨a¨n DSC-kuvaajissa
kahtena eksotermisena¨ piikkina¨. Kuvassa 8.28(d) esitetyt 100 % RH:ssa huoneen-
la¨mmo¨ssa¨ sa¨ilytetyn amorfisen indometasiinin DSC-kuvaajat muistuttavat tuoreelle
amorfiselle indometasiinille mitattuja kuvaajia, mutta indometasiini on kiteytynyt
pa¨a¨asiassa α-muotoon.
Amorfisille ja osittain amorfisille na¨ytteille ma¨a¨ritettiin lasittumisla¨mpo¨tila Tg, la-
sittumisalueen la¨mpo¨kapasiteetin muutos ∆Cp, kiteytymisen onset-arvo Tc seka¨ ki-
teytymisen entalpia ∆Hc. Lasittumisalueen entalpiarelaksaation takia lasittumis-
la¨mpo¨tilan onset-arvoa ei voitu ma¨a¨ritta¨a¨ kaikille na¨ytteille, joten Tg ma¨a¨ritettiin
lasittumisen midpoint-arvosta. Tulokset virherajoineen on koottu taulukkoon 8.10.
Taulukko 8.10 Amorfisilla ja osittain amorfisille na¨ytteille ma¨a¨ritetyt lasittumisla¨mpo¨-
tilat Tg, la¨mpo¨kapasiteetin muutokset ∆Cp, kiteytymisla¨mpo¨tilat Tc ja kiteytymisentalpiat
∆Hc virherajoineen. Tulokset on laskettu kolmesta rinnakkaisesta kuvaajasta.
na¨yte Tg (
◦C) ∆Cp (J g−1 ◦C−1) Tc (◦C) Hc (J g−1)
tuore 44,6 ± 0,6 0,39 ± 0,04 117 ± 5 66 ± 9
10 d la¨mpo¨kaapissa 46,8 ± 0,7 0,18 ± 0,02 109 ± 6 45 ± 7
10 d 100 % RH 42 ± 2 0,12 ± 0,03 98 ± 2 72 ± 4
Na¨ytteille ma¨a¨ritetyt lasittumisla¨mpo¨tilat viittaavat hyvin sa¨ilytysolosuhteiden kos-
teuteen. 100 % RH eksikaattorissa sa¨ilytettyjen na¨ytteiden lasittumisla¨mpo¨tila oli
matalin, mika¨ voidaan selitta¨a¨ na¨ytteiden absorboimalla kosteudella. Kuivassa eksi-
kaattorissa sa¨ilytettyjen na¨ytteiden lasittumisla¨mpo¨tila oli korkein. Tuoreita amor-
fisia na¨ytteita¨ sa¨ilytettiin NaOH-eksikaattorissa tunnin ajan ennen DSC-na¨ytteiden
valmistusta, mika¨ ei luultavasti riitta¨nyt poistamaan kaikkea na¨ytteisiin valmistuk-
sen aikana siirtynytta¨ kosteutta ja siksi lasittumisla¨mpo¨tila on matalampi kuin 10
vuorokautta eksikaattorissa sa¨ilytettyjen na¨ytteiden lasittumisla¨mpo¨tila.
Tuore amorfinen indometasiini vastaa hyvin kirjallisuudessa esitettyja¨ arvoja (tau-
lukko 6.2) muuten, mutta kiteytymisen entalpia on pienempi kuin vastaavalla me-
netelma¨lla¨ valmistetulle amorfiselle indometasiinille on ma¨a¨ritetty aiemmin. Kitey-
tymisen entalpia vastaa paremmin kylma¨jauhamalla valmistetun amorfisen indome-
tasiinin entalpiaa (taulukko 6.3).
Kiteytymisen etenemisen indikaattoreina voidaan ka¨ytta¨a¨ lasittumisalueen la¨mpo¨ka-
pasiteetin muutosta, kiteytymisla¨mpo¨tilaa ja kiteytymisentalpiaa. Seka¨ ∆Cp etta¨ Tc
ovat pienemma¨t kymmenen vuorokautta vanhoilla na¨ytteilla¨ kuin tuoreella amor-
fisella indometasiinilla, mika¨ viittaa na¨ytteiden kiteytymiseen. La¨mpo¨kapasiteetin
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muutoksen ja kiteytymisla¨mpo¨tilan perusteella 100 % RH:ssa sa¨ilytetty indometa-
siini on kiteytynyt enemma¨n kuin la¨mpo¨kaapissa sa¨ilytetty. Kiteytymisla¨mpo¨tila on
kuitenkin huono indikaattori indometasiinin kiteytymiselle (luku 4.2.2), eika¨ tulos
vastaa na¨ytteiden ulkona¨ko¨a¨. Seurantana¨ytteiden voidaan kuitenkin todeta poik-
keavan tuoreista amorfisista na¨ytteista¨ kiteytymisla¨mpo¨tilan ja la¨mpo¨kapasiteetin
muutoksen perusteella.
Kiteytymisentalpia vaihteli rinnakkaisna¨ytteiden va¨lilla¨ melko paljon. ∆Hc:n perus-
teella 100 % RH:ssa sa¨ilytetyt na¨ytteet eiva¨t ole kiteytyneet ka¨yta¨nno¨ssa¨ lainkaan,
vaan ovat la¨hempa¨na¨ kirjallisuudessa esitettya¨ tuoreen amorfisen indometasiinin ki-
teytytymisentalpiaa (taulukko 6.2) kuin tuoreelle amorfiselle ma¨a¨ritetty kiteytymis-
entalpia. 100 % RH:ssa sa¨ilytetyt na¨ytteet na¨yttiva¨t la¨hes amorfisilta sa¨ilytyksen
lopussa, joten na¨ytteiden kiteisyysaste on luultavasti niin pieni, ettei se vaikuta
kiteytymisen entalpiaan havaittavasti. La¨mpo¨kaapissa sa¨ilytettyjen na¨ytteiden ki-
teytymisentalpia on sen sijaan selva¨sti pienempi kuin tuoreen amorfisen indometa-
siinin, mika¨ viittaa na¨ytteiden kiteytyneen osittain sa¨ilytyksen aikana. Vaikka rin-
nakkaisten na¨ytteiden kiteytymisentalpioiden va¨lilla¨ on melko paljon vaihtelua, ki-
teytymisentalpian perusteella arvioitu kiteytymisen edistyminen vastaa parhaiten
na¨ytteiden ulkona¨ko¨a¨.
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9. YHTEENVETO JA JOHTOPA¨A¨TO¨KSET
Tutkimuksessa selvitettiin, soveltuuko elinaikaerotteinen fluoresenssimikroskopia a-
morfisen la¨a¨keaineen kiteytymisen seuraamiseen. Mallila¨a¨keaineena ka¨ytettiin indo-
metasiinia, jonka tiedettiin fluoresoivan eri tavalla amorfisessa ja kiteisessa¨ muo-
dossa. Tulosten perusteella myo¨s aikaerotteinen fluoresenssi eroaa indometasiinin
muotojen va¨lilla¨, joten na¨ytteiden kiteytymista¨ voitiin seurata FLM:lla¨ tietyissa¨ ta-
pauksissa.
Na¨ytteiden ka¨sittelyyn huomattiin liittyva¨n joitain rajoitteita. FLM:n virityslase-
rin havaittiin vahingoittavan na¨ytteita¨ herka¨sti, joten na¨ytteiden vahingoittumi-
sen esta¨miseksi na¨ytteita¨ ei saanut altistaa liian suurelle viritysintensiteetille edes
hetkellisesti. Mikroskooppilasille asetettujen irtonaisten na¨ytteiden kontakti mikros-
kooppilasiin oli huono ja siten mikroskooppilevyn la¨pi kuvattujen FLM-kuvien laatu
heikko. Ongelma korjaantui, kun na¨ytteet valmistettiin suoraan mikroskooppilasille
ja kuvattiin na¨ytteiden yla¨pinnalta. Varhaiset kiteytymisen asteet eiva¨t erottuneet
FLM-kuvissa, koska kiteisen aineen alapuolella olevan amorfisen muodon fluoresens-
sisignaali sekoittui kiteisen muodon fluoresenssiin. Fluorenssisignaalien sekoittumis-
ta voitiin kuitenkin hyo¨dynta¨a¨ myo¨s kiteytymisen etenemisen tarkastelussa.
Kiteytymisen etenemista¨ voitiin arvioida fluoresenssin elinaikojen osuuden muu-
toksesta kiteytymisen edetessa¨, ja jos na¨ytetta¨ ei siirretty mittaushetkien va¨lissa¨,
myo¨s elinaikajakauman muutoksesta. Amorfisen indometasiinia kiteytymista¨ seu-
rattiin kymmenen vuorokauden ajan kaksissa eri sa¨ilytysolosuhteissa, la¨mpo¨kaapissa
60 ◦C la¨mpo¨tilassa 0 % RH:ssa ja huoneenla¨mmo¨ssa¨ 100 % RH:ssa. Pidempien seu-
rantatutkimusten lisa¨ksi yksi amorfinen na¨yte kiteytettiin nopeasti etanolin avulla,
jolloin kiteytymista¨ voitiin seurata na¨ytetta¨ siirta¨ma¨tta¨.
Kiteytymisen mekanismit erosivat toisistaan eri seurantatutkimuksissa. Parhaimmat
tulokset saatiin la¨mpo¨kaapissa sa¨ilytetyista¨ na¨ytteista¨. Na¨ytteiden pinta peittyi no-
peasti ohuella kiteisella¨ kerroksella, joka kasvoi paksuutta seurannan edetessa¨. Seka¨
fluoresenssin elinajat etta¨ elinaikojen suhteelliset osuudet muuttuivat kiteytymisen
edetessa¨, koska na¨ytteiden pinnalle kiteytyneen alueen paksuuden kasvaessa kitei-
sen kerroksen alla olevan amorfisen aineen osuus havaitussa fluoresenssissa va¨heni.
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Kiteytymisen kinetiikkaa tarkasteltiin elinaikojen suhteellisen osuuden muutokses-
ta, ja tulosten perusteella diffuusiorajoitetut reaktiomallit kuvasivat kiteytymisen
etenemista¨ parhaiten.
100 % RH:ssa kiteytyneet alueet olivat tiiviita¨ ja selva¨sti paksumpia kuin la¨mpo¨-
kaapissa kiteytyneet alueet, mutta ne olivat amorfisen indometasiinin ympa¨ro¨imia¨.
Koska kuvissa erottui selkea¨sti useampia elinaikoja, na¨ytteille ei voitu tehda¨ vastaa-
vaa kineettista¨ tarkastelua kuin la¨mpo¨kaapissa sa¨ilytetyille na¨ytteille. FLM-kuvista
voitiin tunnistaa kiteytyneet alueet seka¨ elinaikojen etta¨ fluoresenssin intensitee-
tin avulla, joten kiteytymisen etenemista¨ voitaisiin periaatteessa tarkastella kitey-
tyneen alueen pinta-alan avulla. Yksitta¨iset kiteytyneet alueet olivat kuitenkin kau-
kana toisistaan, ja jotta kiteytymista¨ voidaan tarkastella luotettavasti, na¨ytteiden
pinnasta pita¨isi saada kuvattua edustava otos eli na¨ytteiden pintaa pita¨isi kuvata
laajalta alueelta. Tutkimuksessa ka¨ytetyn elinaikaerotteisen fluoresenssimikroskoo-
pin skannausala oli laajojen pintojen mielekka¨a¨seen kuvaamiseen liian pieni. Kitey-
tymisen seuraamiseen soveltuisi ta¨ssa¨ tapauksessa paremmin FLM-laitteisto, jonka
skannausala on suurempi kuin ka¨yto¨ssa¨ olleen laitteiston skannausala. Toisaalta,
koska kiteytyneiden alueiden fluoresenssin intensiteetti oli selva¨sti amorfisten aluei-
den intensiteettia¨ suurempi, elinaikaerotteista tarkastelua ei va¨ltta¨ma¨tta¨ tarvita ja
kiteytymisen seuraamisen pita¨isi onnistua hyvin myo¨s konfokaalimikroskoopilla.
Tutkimuksessa ka¨ytettiin differentiaalista pyyhka¨isykalorimetriaa vain yhta¨ indo-
metasiinin muotoa sisa¨lta¨neiden na¨ytteiden kunnon tarkistamiseen seka¨ seuranta-
tutkimusten lopussa seurantana¨ytteiden kiteytymisen arvioimiseen. DSC-tulosten
perusteella kymmenen vuorokautta vanhat seurantana¨ytteet poikkesivat tuoreista
amorfisista na¨ytteista¨, joskin vain va¨ha¨n. Seurantajakson aikana na¨ytteet kitey-
tyiva¨t la¨hinna¨ pinnalta, joten koko na¨ytteen kiteytymisaste on todenna¨ko¨isesti ollut
seurannan lopussakin pieni, eika¨ DSC-tuloksissa havaittu siksi suuria eroja seuran-
tana¨ytteiden va¨lilla¨.
Kummassakin pitka¨n aikava¨lin seurannassa indometasiini kiteytyi elinaikojen pe-
rusteella γ-muotoon. Etanolilla aikaansaadussa nopeassa kiteytymisessa¨ indometa-
siinin havaittiin kiteytyva¨n kuitenkin α-muotoon. Kiteytymisen eteneminen na¨htiin
ta¨ssa¨kin tapauksessa elinaikojen ja elinaikojen suhteellisten osuuksien muutoksena,
mutta koska na¨issa¨kin FLM-kuvissa erottui selva¨sti kahta erilaista elinaikaa, kiteyty-
misen kinetiikkaa ei voitu tarkastella elinaikojen suhteellisten osuuksien muutokses-
ta. Sen sijaan, koska na¨ytetta¨ ei jouduttu siirta¨ma¨a¨n mittausten va¨lilla¨, FLM-kuvien
intensiteetit olivat keskena¨a¨n verrannollisia ja kiteytymisen etenemista¨ voitiin tar-
kastella elinaikajakauman muutoksen kautta. Elinaikajakaumien perusteella ei voitu
kuitenkaan ma¨a¨ritta¨a¨ kiteytymisen alku- ja loppuhetkea¨, joten kineettinen tarkaste-
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lu ei varsinaisesti kuvaa kiteytymisen mekanismia. Tulosten perusteella kiteytymisen
seuraaminen elinaikajakauman avulla on kuitenkin mahdollista, jos FLM-kuvien in-
tensiteetit ovat keskena¨a¨n verrannollisia ja kiteytymiselle voidaan ma¨a¨ritta¨a¨ alku- ja
loppuhetki. Menetelma¨ vaikuttaa lupaavalta erityisesti, koska kiteytymista¨ voidaan
tarkastella elinaikajakaumien avulla myo¨s tilanteissa, joissa FLM-kuvissa esiintyy
useaa eri elinaikaa. Menetelma¨ vaatii kuitenkin viela¨ jatkoselvitysta¨ kiteytymisen
alku- ja loppuhetkien ma¨a¨ritta¨misesta¨. Toistettaessa seuranta pita¨isi pyrkia¨ toteut-
tamaan siten, etta¨ kiteytymista¨ voidaan seurata myo¨s elinaikojen osuuksien muu-
toksen avulla, jolloin menetelmien tuloksia voidaan verrata keskena¨a¨n.
Tulosten perusteella elinaikaerotteinen fluoresenssimikroskopia soveltuu kiteytymi-
sen seuraamiseen na¨ytteille, joissa kiteytyminen tapahtuu na¨ytteiden pinnalla ta-
saisena kerroksena ja elinaikasovitus voidaan tehda¨ koko kuvan alueelle, eli FLM-
kuvissa ei erotu useita, toisistaan reilusti poikkeavia elinaikoja. Menetelma¨ sovel-
tuu parhaiten silea¨pintaisille, yhtena¨isille na¨ytteille, jotka voidaan kiinnitta¨a¨ mik-
roskooppilasiin. Sen sijaan toisistaan selva¨sti erillisina¨ alueina kiteytyvien, jauhe-
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LIITE 1.
A1 3 h Area13 A2 3 h Area16 A1 3 h Area 10  
A1 6 h Area19 B2 6 h Area23 B2 6 h Area24 
A1 24 h  Area9 A2 24 h Area18 B1  24 h Area22 
A1 2 d Area13 A2 2 d Area14 B1 2 d Area19 
A1 3 d Area8 A2 3 d Area9 B1 3 d Area13  
A1 5 d Area13 A2 5 d Area16 B1 5 d Area19 
A1 8 d Area6 A2 8 d Area8 B1 8 d Area13 
A1 10 d Area4 A2 10 d Area7 B1 10 d Area11 
Kuva 1 FLM-kuvaparit (ilman intensiteettimodulointia vasemmalla, intensiteettimodu-
loitu oikealla) la¨mpo¨kaapissa 60 ◦C la¨mpo¨tilassa 0 % RH:ssa sa¨ilytetyista¨ na¨ytteista¨ sa¨i-
lytyksen eri vaiheissa. FLM-kuvaparin yla¨puolella on na¨ytteen numero, ika¨ ja FLM-kuvan
tunniste. Kaikki kuvat on esitetty samalla elinaika-asteikolla, joka on esitetty kuvassa
oikealla. Kuvat on otettu 40-kertaisesti suurentavalla ilmaobjektiivilla aallonpituuksilla





Area 12: 5 min 
 
Area 16: 45 min 
Area 13: 15 min Area 17: 55 min 
Area 14: 25 min Area 18: 75 min  




Kuva 2 FLM-kuvaparit (intensiteettimoduloitu vasemmalla, ilman intensiteettimodu-
lointia oikealla) etanolilla aiheutetusta kiteymisesta¨ kiteytymisen edetessa¨. FLM-kuvaparin
yla¨puolella on FLM-kuvan tunniste ja aika, joka on kulunut kiteytymisen ka¨ynnista¨misesta¨.
Kuvat on esitetty samalla elinaika-asteikolla, joka on esitetty kuvassa oikealla, ja ne on
otettu satakertaisesti suurentavalla o¨ljyimmersio-objektiivilla aallonpituuksilla λex = 405
nm ja λmon = 430–900 nm. Kuvien koko on 50×50 µm ja resoluutio 0,1 µm.
